,^opy f r the Elected Office (EO/US) 

PA . cNT COOPERATION TREAT = 



PCT/DEOO/01950 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
Or A CHANGc 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

IMwDDC, ividiinias 

Viering, Jentschura & Partner 
Centroallee 263 
u-4dU4/ UDernausen 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 

06 d§cembre 2001 (06.12.01) 


Applicant's or agent* s file reference 
P 19887 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/DEOO/01950 


International filing date (day/month/year) 
15 juin 2000 (15.06.00) 



1. Th 

X 


e following indications appeared on record concerning: 
the applicant | | the inventor | | the agent | | the common representative 


Name and Address 

ACTINODRUG PHARMACEUTICALS GMBH 
Neuendorferstrasse 24 a 
16761 Henningsdorf 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
[ 1 the person | | the name X the address [ [ the nationality | [ the residence 


Name and Address 

ACTINODRUG PHARMACEUTICALS GMBH 
Neuendorfstrasse 24 a 
16761 Hennlgsdorf 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations* if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 
I X[ the receiving Office | | the designated Offices concerned 
1 1 the International Searching Authority | X| the elected Offices concerned 
1 I the International Preliminary Examining Authority [ | other: 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Simin Baharlou 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1 994) 00451 71 1 0 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



• 



,^py for the Elected Office (EOAJS) ^ PCT/DEOO/01 950 

PA ; cNT COOPERATION TREAl . 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

inUddc, Mattnias 

Viering, Jentschura & Partner 

Centroallee 263 

D-46047 Oberhausen 

ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 
25 April 2001 (25.04.01) 


Applicant's or agenf s file reference 
P 19887 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/DEOO/01950 


International filing date (day/month/year) 

15 June 2000(15.06.00) 



1. The following Indications appeared on record concerning: 

X the applicant [ [ the inventor | [ the agent [ | the common representative 


Name and Address 

ACTINODRUG PHARMACEUTICALS GMBH 
Neuendorferstrasse 24 a 
16761 Henningsdorf 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
1 I the person | | the name | | the address | | the nationality | [ the residence 


Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 

Additional applicant for all designated States except US. KELLER, Ullrich stays 
applicant/inventor for US only. 


4. A copy of this notification has been sent to: 
I X [ the receiving Office | | the designated Offices concerned 
1 1 the International Searching Authority [ X[ the elected Offices concerned 
1 1 the International Preliminary Examining Authority [ | other: 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer 


34« chemin des Colombettes 


Simin Baharlou 


1211 Geneva 20, Switzeriand 




Facsimile No,: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 003983693 



THIS PAGE BLANK flisPw, 



'-Copy for the Elected Office (EOAJS) PCT/DEOO/01 950 

PA I tNT COOPERATION TREAT . 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

NOBBE, Matthias 

Viering, Jentschura & Partner 

Centroatlee 263 

D-46047 Oberhausen 

ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 
25 April 2001 (25.04.01) 


Applicant's or agent's file reference 
P 19887 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/DEOO/01 950 


International filing date (day/month/year) 

15 June 2000(15.06.00) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
I I the applicant [ | the inventor X the agent 



I I the common representative 



Name and Address 

NOBBE, Matthias 
Viering, Jentschura & Partner 
Essener Strasse 5 
D-46047 Oberhausen 
Gernnany 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 

49-208-82 90 225 


Facsimile No. 

49-208-80 90 232 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 

1 I the person | [ the name X the address [ | the nationality [ [ the residence 


Name and Address 

NOBBE, Matthias 

Viering, Jentschura & Partner 

Centroallee 263 

D 46047 Oberhausen 

Germany 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 

49-208-81 0 89 00 


Facsimile No. 

49-208-20 5 55 42 


Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 



4. A copy of this notification has been sent to: 
I X| the receiving Office 
I I the international Searching Authority 
I I the International Preliminary Examining Authority 





Authorized officer 


The International Bureau of WlPO 


34, chemtn des Colonnbettes 


Slmin Baharlou 


121 1 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 003983688 



[ I the designated Offices concerned 
I X| the elected Offices concerned 
I I other: 



THIS PAGE BUNK (uspto; 



^pyf r the Elected Office (EOAJS) 

PA . cNT COOPERATION TREAT 



PCT/DEOO/01950 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
Ur A unAIMljk 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

INVm'DDC, IVialllllao 

Viering, Jentschura & Partner 
Centroallee 263 

U-4DU'*'/ vjoernausen 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/mo nth/year) 

12 October 2001 (12.10.01) 


Applicant's or agent's file reference 
P 19887 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/DEOO/01950 


International filing date (day/month/year) 

15 June 2000(15.06.00) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant | | the inventor | | the agent | | the common representative 


Name and Address 

ACTINODRUG PHARMACEUTICALS GMBH 
Neuendorferstrasse 24 a 
16761 Henningsdorf 
Gernnany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The international Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
I 1 the person | | the name X the address | | the nationality | | the residence 


Name and Address 

ACTINODRUG PHARMACEUTICALS GMBH 
Neuendorfstrasse 24 a 
16761 Henningsdorf 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 
[x\ the receiving Office the designated Offices concerned 
1 1 the International Searching Authority | X[ the elected Offices concerned 
1 X| the International Preliminary Examining Authority | | other: 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer 


34« chemin des Colombettes 


Simin Baharlou 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22)338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 004368920 



1 
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PCT/DEOO/01950 



Pa.. iNT COOPERATION TREAV 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61 .2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 

CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
04 April 2001 (04.04.01) 




International application No. 
PCT/DEOO/01950 


Applicant's or agent's file reference 
P 19887 


International filing date (day/month/year) 

15 June 2000(15.06.00) 


Priority date (day/month/year) 
16 June 1999(16.06.99) 


Applicant 

KELLER, Ullrich etal 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
12 January 2001 (12.01.01) 

I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| 

□ 



was 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The Intemational Bureau of VynPO 


Authorized officer 






34, chemin des Colombettes 


R. Forax 




1211 Geneva 20, Switzerland 






Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 




Form PCT/IB/331 (July 1992) 




DE0001950 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



— 10/018115 



PCT 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daO die vorliegende 
Internationale Anmeldung nach dem Vertrag Qber die 
intemationale Zusanimenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Voin Anmeldeamt auszuftUlen 



Internationales Aktenzeiche 



Intemationaies Anmeld 



Name des Anmeideamts u4dc*RGg?Qfntema 



Aktenzeichen des Anmelders oder An waits (/alls ge 
(max, 12 Zeichen) KeActinoPatl 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Verfahren zur Veranderiing von Peptidsynthetasen in der Weise, dal5 
sie ihre Substrataminosauren N-methvlieren kannen 



Fdd Nr. O ANMELDER 



Name und Anschrift (Familienname, Vbmame; beijuristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrifi sina die Postleitzahl und der Name des Staats aniugeben. Der in diesem Feld in der 
Ansckrtfl angegebene Slant ist der Stoat des Sities oder Wohnsitzes des Anmelders, so/em nachstehend kein 
Stoat des Sitzes oder fVohnsitzes angegeben isL) 

Keller, Ullrich 
Selbitzerstr . 16 c 
14089 Berlin 
Germany 



Diese Person ist 
gleichzeitig ErUnder 



Teiefonnr.: 



Telefaxnr.: 



Fernschreibnr. : 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 



Oeutschland 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



Deutschland 



Diese Person ist Anm elder 
fib- fdgemie Staaten: 



alle Bestim- 
mungsataatai 



□ alle BestunmunffsAaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten SUoiea von Amerika 



□ nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



□ die im Zusalzfdd 
angegcbcnen Staaten 



Feld Nr. IE WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: hei juristischen Personen vollstdndige amtliche Beteichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Uame des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschr^ qneegebene Stoat ist der Staat des Sities oder Wohnsitzes des Anmelders, so/em nachstehend kein 
Staat dies Siaes oder Wohnsitzes angegeben isL) 

Schauwecker, Florian 
Herderstr. 35 
12163 Berlin 
Germany 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

I x| Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht ndtig.) 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 



Deutschland 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



Deutschland 



Diese Person ist Anmelder 
fDr folgende Staaten: 



□ alle Bestim- 
1 



I mungsstaaten 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



Hnur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



die im Zusatzfdd 



ang^d>enen Staaten 



I I Weitere Ajimelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. W AmVALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTE L LANS CH RIFT 



Die folgende Person wird hiermit besiellt/ist besteilt worden, urn f&r den (die) Anmelder I 1 a-^u 

vor den zustftndigen international en Beh6rden in folgender Eigenschaft zu handeln als: I I 



j j gemeinsamer 



Vertreter 



Name und Anschnft: familienname. Vomame: beijuristischen Personen vollstdndige amtliche 
bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzugeben!) 

PD Dr. Ullrich Keller 

Technische Universitat Berlin 

Max-Volmer-Institut / Abt. Biochemie (Sekr. 0E2) 
Franklinstr. 29 
10587 Berlin, Germany 



Tclcfonnr.: 

049 - 30 - 31423629 



Telefaxnr,: 



Fernschreibnr.: 



rZ] Zusteilanschrift: Dieses Kfistchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter besteilt ist und statt dessen im 
obigen Feld eine spezielle Zustdlanschrift angegeben tsL 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 
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BlattNr. -2.- 



Fdd Nr. V BESTIMMIJNG VON STAATEN 



Die folgenden Botimmungen nach Regei 4.9 Absatz a werden hiennit vorgenomaien (bitte die entsprechenden Kastchen ankreuien; wenigsUns ein Kastchen mtfi 
angekreujt werden): 
Regionales Patent 

H AP AREPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kcnia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swasiland, TZ VereinifftB RepuUik Tansania, UG Uganda,. ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Hararo-ProtDkblls und des PCX ist 

g] EA Eurasisches Patent: AM Armenien,. AZ Ascrbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische FOderation,TJ Tadschikistan,TM Turkmenistan und jeder \^tereStaat, der Vertragsstaat des Eurasisdien 
PatcntabcrcinkomniensunddesPCTist — 

B EP Europ3isches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern. 

DE DeutschJand, DK Danemark, ES Spanien, FI FinnJand, FR Frankreich, GB Vcreinigtes KOnigreich, GR Gricchenland, 
IE Irland, IT ItaJien, LU Luxemburg, MC Monaco. NL Niederiande, FT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, 
der Vertragsstaat des Europaischcn Paten tabcreinkommcns und des PCX ist 

H OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentraiafrikanische Republik. CG Kongo, CI Cote d'lvoire. CM Kamerun, 
GA Gabun, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanicn, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder wei tcre Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (faUs tine aniere Schutirechtsartoder ein sonstiges Vtrfahrtn gewUnschi 
wird, bitu aufder gepunkteten Linie angeben) " 

Nationales Patent ffalb eine andere Schutmchlsart oder ein sonstiges Verfakren gewUnscht wird^ bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 

la AE Vercinigte Arabische Emirate g LR Liberia 

(2 AL Albanien [2 



(a 
m 

m 
□ 

m 

EI 

[a 
19 

m 

E] 
El 

m 
[3 

m 

m 
m 



AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



AM Armenien g] 

AT Csterreich g] 

Austral ien [JJ 

Ascrbaidschan 

Bosnien-Herzegowina (2 

Barbados g] 

Bulgarien 0 

Brasilien • * • - 

Belarus . g] 

ICanada , g] 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein g] 

CN China . . . 0 

Costa Rica g] 

Kuba gj 

Tschechische Republik H 

Deutschland 0 

Danemark g] 

Dominicai Q 

Estland pg 

Spanien gj 

Finnland \S\ 

Vereinigtes Kdnigreich gj 

Grenada f3g| 

Georgien (2 

Ghana [g 



CR 
CU 
CZ 
DE 
DK 
DM 
EE 
ES 
FI 
GB 
GD 
GE 
GH 

GM Gambia 
HR 
HU 
ID 
IL 
IN 
IS 
JP 
KE 
KG 



IS 

Kroatien gJ 

Ungam ' g] 

lil 

B 

B 

S 

m 

E 

B 



Indonesien 
Israel .... 

Indien 

Island 

Japan . . . , 
Kenia . . . 
Kirgisistan 



LS Lesotho 

LT Litauen 
LU. Luxemburg 
LV Lettland 

MA Marokko 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MX- Die ehemaJige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongol ei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumdnien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Stowakei 

SL Sierra Leone , . , 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Tflrkei 

TT Trinidad und Tobago 

TZ Vereinigte Republik Tansania 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Araerika 



KP* Demokratische Volksrepublik Korea 



UZ 
VN 

vu 

ZA 



Usbekistan 
Vietnam . . , 
Jugoslawien 
SQdafirika . 



KR 
KZ 
LC 
LK 



la ZW Simbabwe 

Republik Korea Kastchen ftr die Bestimmung von Staaten , die dem PCT nach der 

Kasachstan VerCflfendichung dieses Form Watts beigetreten sind: 

Saint Lucia gJ und alle dlejentgen Ldnder, die am Anmeldetag dem PCT 

Sri Lanka Q beigetreten sind.. ■ 

Erklarung bzgL vorsorgUcher Bestinununeen: Zusatzlich zu den obcn genannlen Besdrnmungcn nimmt der Anmcldcr nach Regel 4.9 
Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zuldssigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der ira 2^isatzfeld genannten B^immungca die 
von diescr Erklarung auseenommcn sind. Der Anmeldcr erklart. dafl diese zusdlzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer 
Bestatijgung stehen und jeoe zusdtzliche Besdmmuog, die vor Ablauf von 15 Monaten obdem Prioritdtsdatum nicht bestatigt wurde« nach 
Ablaufdieser Frist als vom Anmelder zurtlckgenommcn gilt (Die Bestdtigung (einschliefilich der Gebikhren) muft beim Anmeldeami 
irmerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen, ) 



m 
m 
m 
m 



Formblatt PCT/RO/lOl (Blatt 2) (Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



THIS PAGE BUNK (uspto) 



BlattNr. 



Fdd Nr. VI PRIORTTATSANSPRUCH 



-3- 

I I Weitere PrioritatsansprOche sind im Zusatzfeld angegebcn 



Anmeldedatum 
der fiilheren Anmeldung 
(Ta^Monat/Jahr) 



Aktenzeichcn 
der frflhercn Anmeldung 



1st die fitUiere Anmeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung:* 
regionalcs Amt 



intemationale Anmeldung: 
Anmeldcamt 



Zeiie (1) 



16/06/1999 



19928313.3-41 



Deutschland 



Zeile (2) 



Zeiie (3) 



IXI Das Anmeldcamt wird ersucht, cine bcglaubigtc AbschriA der obcn in der (den) Zei]e(n) ^ 

bezeichneten frOheren Anmeldung(en) zu erstcUen und dan inCemationalen BQro zu ubermitteb (nur falls die frQhere Anmeldimg(en} bet 
dem Amt eingereicht warden istfsind), das jfur die Zwecke dieser internationalen Anmeldung A nmeldeamt ist) 

* Falls es sich bei der fruheren Anmeldung urn eineARIPO-Anmeldung handelt, so mufi in dem Zusatzfeld mindestens ein Staat angegeben werden. der 
Mitgliedstaat der Pariser VerbandsObereinkunft zum Schuti des gewerbiichen Eigentums ist undJUr den die friVtere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. Vn INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationalen Recherchenbehorde (ISA) 
ffalLs zwei oder mehr als zwei intemationale Recherchen- 
beh6rden fUr die Ausfilhrung der internationalen Recherche 
zustdndig sind, geben Sie die vonJhnen gewahlte Beh6rde an; 
der Zweibuchstaben-Code kann bermtzt werden): 

ISA/ 



Antrag auf Nutzung der Ergebnbse einer Truheren Recherche; Bezugnahme auf dies« 
fruhere Recherche (falls eine friihere Recherche bei der internationalen Recherchenbehorde 
beantragt oder von ihr durchgefihrt wordert ist): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichcn 



Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. Vm KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese intemationale Anmeldung enthait 
die folgende Anzahl von Slattern: 

Antrag " : 3 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotolcollteil) :14 

AnsprOche : 2 

Zusammen&ssung : t 

Zeichnungen : 7 

Sequenzprotokol 1 tei 1 
der Beschreibung 



Blattzahl insgesamt : 27 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 
L gl Blatt ftlr die GebOhrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. [] Kopie der aUgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (fells vorhanden): 

4. □ Begrilndung filr das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ PrioritatsbeIeg(eX in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. O Obersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. Q Cjesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismcn oder anderem biologischen Material 

8. Q ProtokoU der Nucleotid- und/oder Aminosduresequenzen in computerlesbarer Form 

9. O Sonstige {einzein aitSfUhren): ■ • 



Abbildung der Zeichnungen, die 
mit der Zusanuneniassung 
verdfifentlicht werden soU (Nr.): 


Sprache, in der die 

intern attonate Anmeldung dGUtSCh 
etnaereicht wird: 


Fdd Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name ieder unterzeichnenden 
aus dem Antrag eTgHTt!- in weL 




on ist neben der Unterschrifi zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofem sich dies nichi eindeutig 
hqfi die Person unterzeichnet 



;eller. Ullrich 



Schauwecker, Florian 



1. Datum des tats^hlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

1 1 einge- 

1 1 gangen: 

I 1 nicht cin- 
1 — 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum au%rund nachtraglich, jedoch 
fristcerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervolist^digung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fnstgerechten Eingangs der anseforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 


5. Intemationale Recherchenbehorde tca / 
(falls rwei oder mehr zustSndig sind) : 1 *^t\ 1 


6. 1 1 Ubermittlung des Rechcrchenexemplars bis zur 
1 1 Zahlung der RecherchengebOhr aufgeschoben 




Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen BQro: 



FormblattPCT/RCVlOl (tetztes Blatt) (Jul i 1998; Nachdruck Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Aniragsformular 
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Dieses Biatt ist nicht Teil unci zOhlt nicht ais Blatt der intemationalen Anmekiung. 



PGT 



BLATT FOR die GEBtlHREI^EREOINUNG 
Anhang zum Antrag 



Aktenzdcheii des Anmelders 

Oder Anwalts KeActinoPatI 



Von Anmeldeamt auszufdllen 



Internationales Aktenzeichen 



Eingangsstempcl dcs Anmeldeamts 



Anmelder 



Keller, UDrich 



BER£CHNUNG DER VORGESCHRBEBENEN GEBOHREN 

1. ObermittlungsgebOhr 



175.00 DM 



2. 



RECHERCHENGEBUHR 

Die Internationale Recherche ist durchzufiihren von " 

(Sind iwei oder mehr Intemationde Recherchenbehdrden pr die inUmationak Recherche sistdndig, 
ist der Name der Bthdrde anzugeben. die die Internationale Recherche durchfihren soU) 

3. INTERNATIONALE GEBUHR 



1848.26 DM 



Gnmdgebuhr 

Die intemationale Anmeldung entb^t 30 



umfaBt die ersten 30 BUcter . . 

• x17. 60 DM 



Blatter. 
I 799. 93 DM 



bl 



Zusatzblattgebahr 



Anzahl der Blotter 
uber 30 

Addieren Ste die in Feld bl und b2 eingetragenen 
Betr&ge. und tragen Sie die Sunune in Feld B dn 



Bestinunungsgebiihren 
Die intemationale Anmeldung enthalt 
8 X 172.11 



hi 



799,93 DM 



uber 8 



OM 



Bestimmungen. 



BestimmuhgsgebQhr 



I 1376.88 DM 



Anzahl der zu zahlenden 
BestimmungsgebOhren (maximal 8) 
Addieren Sie die in Feld B und D eingetragenen 

Betrdge. und tragen Sie die Sunune in Feld I ein 

(Anmifder am eutigai Staaten haben Anjpruch axtf tine Ermdfiigan'g der inUma&maUn GebOhr m 75H. 
Hat der AimeUer (oder haim aBe Anmelder) einen soleken Anifmuh, so hetrap der in Feld I einzutragende 
Gesamtbetrag 25H der Sumne der in Feld B md D eingetragaun BetrSge) 

GEBOHR FOR PRI.ORITATSBELEG fggf) 

GESAMTBETRAG DER ZU ZAHLENDEN GEBUHREN 

Addieren Sie die in Feldcm T, S, I und P eingetragenen Betrage. 

und tragen Sie die Summe in das nebenstehende Feld ein 



2176.81 DM 



35,00 DM 



4235. 07 DM 



INSGESAMT 



I I Die Bestimmungsgebuhren werden jetzt noch nicht gezahlt. 



ZAHLUNGSWEISE ^ 

I I Abbuchungsauftrag (siehe unten) [ | Bankwechsel 

I I Scheck [ I Barzahlung 

I I Postanweisung | | GcbQhrenmarken 



I I Kupons 

I y I Sonstige (einzeln mtgeben): 
UBERWEISUNG 



ABBUCHUNGSAUFTRAG (diese ZMungsweise gibt es nicht bei alien Anmeldeamiem) 

Das Anmeldeamt/ | I wird beauftragt. den vorstchcnd angegebenen Gcsamtbetrag der GebQhren von meinem laufenden iConto 

I 1 abzubuchen. 

(dieses Kdstchen darf nur caigekretizt werden. wenn die Vorschriften des Anmeldeamts Uber latrfende 
Konten dieses Verfahren erlauben) wird beauftragt, Fchlbctrage oder Obcrzahlungcn dcs vorstchcnd 
angegebenen Gcsamtbetrags der Gebahren meinem laufenden Konto -zu belasten hzw. gutzuschreiben. 

wird b«iuftragt, die GebQhr filr die Ausstellung des Priori tatsbelegs und seine Obcrmittlung an das 
Intemadonale BOro der WlPO von meinem laufenden Konto abzubuchen. 



□ 
□ 



Kontonummer 



Datum (Tag/hdonaS/Jahr) 



Unterschrift 



Fonnblatt PCT/RO/101 (Anhang) (Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zum BUut filr die GebUhrenberechmmg 
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Verfahren zur Verdnderung von Peptidsynthetasen in der Weise, dad sie 
ihre SubstrataminosSuren N-methylieren konnen. 



Prioritatsanspruch: 

fruhere Anmeldung: 1 6. Juni 1 999 / Deutschland 

friiheres Aktenzeichen: 1 992831 3.3 - 41 

1 Beschreibung: 14 Seiten (Seite 1-14) '■ ~ - /2 

10 Anspruche: 2 Seiten (Seite 15 - 16) 

1 Zusammenfassung: 1 Seite (Seite 17) 



7 Zeichnungeri: 7 Seiten (Seite 1/7 - 7/7) 
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VERTRAG USER 




: INTERNATIONALE ZUSARIIIVrENARBEiT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



RECD 1 2 OCT 2001 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGS^EBlCtil 



(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



VVIPO 



PCT 



Aktenzelchen des Anmelders Oder Anwalts 
P 19887 


siehe Mitteitung uber die Obersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzelchen 
PCT/DEOO/01950 


1 ntemationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
15/06/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
16/06/1999 



Internationale PatentMassifikation (IPK) Oder natlonale Klasslfikation und IPK 
C12N 15/52 



Anmelder 

KELLER , Ullrich et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermlttelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt Insgesamt 8 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bel; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen Insgesamt 5 Blotter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Berichts 

~ Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erflndung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der Intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 




III 




IV 


□ 


V 


SI 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


IS 



Datum der EInrelchung des Antrags 



12/01/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



10.10.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlSufigen 
Prufung beauftragten Behdrde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 MQnchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 • 4465 



BevollmSchtigter Bediensteter 
Sommer, B 

Tel. Nr. +49 89 2399 7099 



/J 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 950 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteiie der intemationalen Anmeldung {Ersatzbfatten die dem Anmeideamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 bin vorgelegt warden, getten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm niclit beige fugt weii sie keine Anderungen entlialten (Regein 70, 16 and 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-14 ursprungiiche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 5 eingegangen am 1 3/09/2001 mit Schrelben vom 1 3/09/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungiiche Fassung 



Sequenzprotokol! in der Beschreibung, Seiten: 

1-2, eingereicht mit Schreiben vom 27.09.2000. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteiie standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteiie standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der intemationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der intemationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung. die fur die Zwecke der intemationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der intemationalen Anmeldung in schrlftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
IS bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

la bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

IS Die Erklarung. daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

IS Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen. wurde vorgelegt. 



Formtriatt PCT/IPEA/409 (Felder t-VIII. Blatt 1) (Juli 1998) 
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INTERNATiONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 950 



4. Aufgrund der Andemngen sind fotgende Unteriagen fortgef alien: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. IS Dieser Bericht ist ohne Berucksichtlgung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprungiich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthaiten, ist unter Punkt 1 hinzuweisenisie sind diesem Bericht 

beizufugen), 

siehe Beibiatt 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beibiatt 



1 . □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da folgende 

angeforderte Unteriagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschrlft der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtlgung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da sich der 

Prioritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berichts gilt daher das obengenannte Internationale Anmeldedatum als das 
maBgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beibiatt 

III. Keine Ersteliung eines Gutachtens Ciber Neuheit, erfinderische Tatigkelt und gewerbliche Anwendbark it 

1. Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft. ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerbllch anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 

S Anspruche Nr. 5 (teilweise); 6, 12-15 (vollstandig). 



IS Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 12-14 (vollstandig) beziehen 
sich auf den nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale voriaufige Prufung durchgefuhrt 
werden braucht {genaue Angaben): 
siehe Beibiatt 



11. 



Prioritat 



Begrundung: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 2) (Ju!i 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 950 



□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue Angaben): 



IS Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 5 (teilweise); 6, 15 (vollstandig) sind so 

unzureichend durch die Beschreibung gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein intematronaler Recherchenberlcht erstellt. 

2. Eine sinnvolle intemationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden. weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Aniage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderlschen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: 

Nein: 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: 

Nein: 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: 

Nein: 



2. Unterlagen und Erkiarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeidung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in voilem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Anspruche 1-4, 10, 11 (vollstandig); 5 (teilweise) 

Anspruche 7-9 

Anspruche 1-4, 10, 11 (vollstandig); 5 (teilweise) 

Anspruche 7-9 

Anspruche 1-4, 7-1 1 (vollstandig); 5 (teilweise) 

Anspruche - 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 3) (Juli 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 950 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt I 



Die Anspruche 6, 12-15 sowie teilweise Anspruch 5 sind aus folgenden Griinden nicht 
Gegenstand der vorlaufigen Prufung: 

Die Anspruche 6 und 15 werden nicht durch die Beschreibung gestutzt, da ihr Umfang 
uber den durch die Beschreibung und die Zeichnungen gerechtfertigten Umfang 
hinausgeht. Anspruch 6 fiihrt zwangslaufig zu einer Verdoppelung von ACP-, Aktivierungs- 
bzw. Kondensationsdomane innerhalb eines Moduls. Dieses IVierkmai steht jedoch im 
Widerspruch zu der Offenbarung der Beschreibung. Ebenso werden die Merknnale des 
Anspruchs 15 in der Spezifikation ausschlieBlich in Verbindung mit Polypeptidsynthetasen 
(PPS), nicht jedoch im Zusammenhang mit Polyketidsynthetasen (PKS) genannt. 
Die geanderten Anspruche 12-14 gehen iiber den Inhalt der ursprunglich eingereichten 
Fassung der Anmeldung hinaus, da die sehr allgemein gehaltenen Begriffe "Edukt- 
Verbindung", "Gemisch" und "Produkt-Verbindung" eine unzulassige Verbreiterung der 
ursprunglich offenbarten Gegenstande (Aminosauren, Polypeptide, Peptidyl-Acetyl- 
Mischstrukturen etc.) darstellen. 

Im Hinblick auf Anspruch 5 ist eine Stiitze in der Beschreibung nur soweit vorhanden, als 
sich dieser auf die Insertion einer Domane mit N-Methyltransferaseaktivitat mittels zweier 
Fusionsstellen zwischen Adenylierungs- und ACP-Domane bezieht. Deshalb wird der 
Anspruch 5 nur teilweise einer vorlaufigen Prufung unterzogen, wobei der Gegenstand des 
Anspruchs entsprechend dieser Einschrankung interpretiert wird. 

Zu Punkt II 

Der vorliegenden Prufung liegt die Annahme zugrunde, daB alle Anspruche 
Prioritatsrechte ab dem Zeitpunkt der Einreichung des Prioritatsdokuments (16.06.1999) 
genieBen. 

Zu Punkt V 

1 . Es wird auf das folgende Dokument verwiesen: 

D1 : MARAHIEL M A ET AL: 'Modular peptide synthetases involved in nonrlbosomal 
peptide synthesis' CHEMICAL REVIEWS, Bd. 97, Nr. 7, November 1997, Seiten 
2651-2673 



Formblatt PCT/BelblatV409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzelchen PCT/DEOO/01 950 
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2. Die vorliegende Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Veranderung nicht-ribosomaler 
Peptidsynthetasen (PPS), infolgedessen diese ihre Substrataminosauren N-methylieren 
konnen. Die modular aufgebauten PPS enthalten fur jede Aminosaure des 
Peptidprodukts eine substratspezifische Aktivierungsdomane. Einige naturlich 
vorkommende Aktivierungsdomanen besitzen daruber hinaus eine N-Methyltransferase- 
Aklivitat. Die Umwandlung einer Aktivierungsdomane in eine Aktivierungsdomane der 
gleichen Substratspezifitat mit zusatzlicher N-Methyltransferase-Aktivitat erfolgt durch 
Insertion von dafiir kodierenden DNA-Sequenzen in ein PPS-Gen bzw. durch Austausch 
der Aktivierungsdomane. Weiterhin werden die gemaB diesem Verfahren erhaltliche 
DNA, diese DNA enthaltende Zellen, die Verwendung derartiger Sequenzen zur 
Herstellung von PPS sowie von diesen Sequenzen kodierte Proteine offenbart. 

3. Die Anspruche 7-9 stehen nicht im Einklang mit Artikel 33(2) PCT, da ihr Gegenstand 
nicht neu ist. Ein Produkt, das nach einem bestimmten Verfahren erhaltlich ist (hier: 
DNA bzw. Zelle), wird nicht allein dadurch neu, daB es mit Hilfe eines neuartigen 
Verfahrens hergestellt wurde. Da eine entsprechend dem offenbarten Verfahren 
hergestellte DNA kodierend fiir eine PPS-Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase- 
Aktivitat und einer bestimmten Substratspezifitat jedoch nicht zwangslaufig von einer 
DNA kodierend fur eine naturlich vorkommende PPS-Aktivierungsdomane mit N- 
Methyltransferase-Aktivitat und gleicher Substratspezifitat unterscheidbar ist, kann der 
Gegenstand des Anspruchs 7 und in analoger Weise auch derjenige des Anspruchs 8 
nicht als neu betrachtet werden. Gleiches gilt fur Anspruch 9, da dieser Anspruch 
folglich auch die Expression naturlich vorkommender PPS mit N-Methyltransferase- 
Aktivitat in den entsprechenden Organismen umfaBt. 

Hingegen erfullen die Anspruche 1-4, 5 (teilweise) und 10-11 die Anforderungen des 
Artikels 33(2) PCT, da der Stand der Technik weder die Insertion einer Domane mit N- 
Methyltransferase-Aktivitat in die kodierende DNA-Sequenz einer PPS-Aktivierungs- 
domane ohne diese Aktivitat offenbart noch eine gezielte Substitution einer PPS- 
Aktivierungsdomane ohne N-Methyltransferase-Aktivitat durch eine entsprechende 
Domane mit N-Methyltransferase-Aktivitat. 

4. Als nachstliegender Stand der Technik zur Bestimmung der erfinderischen Tatigkeit der 
Anspruche 1-4, 5 (teilweise), 10 und 1 1 wird Dokument D1 betrachtet, welches neben 
der modularen Organisation multifunktionaler PPS mehrere Strategien zur Konstruktion 



Fonnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 
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genetisch veranderter PPS offenbart. Die Module einer PPS enthalten jeweils mehrere 
Domanen, die offensichtlich unabhangig voneinander agieren, auch wenn sie in einem 
einzigen Protein lokalisiert sind (D2, Seite 2671 . linke Spalte, Zeilen 28-37 und 48-56). 
So fuhrt beispielsweise .die gezielte Substitution einer von Linkern flankierten 
Aktivierungsdomane durch eine andere zu einer veranderten Substratspezifitat an 
dieser Position (D2, Abbildung 11; Seite 2669, rechte Spalte, zweiter Absatz). In 
Modulen mit N-Methyltransferase-Aktivitat wurde sowohl im Gen der Cyclosporin A- 
Synthetase als auch in dennjenigen der Enniatin-Synthetase etwa 420 Aminosauren 
lange, konservierte Domanen gefunden, welche zwischen der Adenylierungs- und der 
Thiolbindungseinheit dieser Module lokalisiert sind. Eine derartige Insertion innerhalb 
der Aktivierungsdonnane korreliert dabei direkt mit einer N-methylierten Aminosaure im 
Peptidprodukt (D2, Abbildung 3 und 4; Seite 2668, rechte Spalte, erster Absatz). 

Es gibt jedoch in den vorliegenden Dokumenten zum Stand der Technik keine 
unmittelbaren Hinweise darauf, daB eine N-Methyltransferase-Aktivitat unter Erhaltung 
der Substratspezifitat gezielt in ein Modul eingefiigt werden kann, sei es a) durch 
Einfugen einer N-Methyltransferase-Domane in eine Aktivierungsdomane oder b) durch 
Substitution der gesamten Aktivierungsdomane. Aus diesem Grund erfullen die 
Anspruche 1-4, 5 (teilweise), 10 und 11 die Anforderungen des Artikeis 33(3) PCT. 

Zu Punkt Vm 

5. Die Definition des Gegenstands der Anspruche 1 -5, 8, 9 und 1 1 ist aus folgenden 
Grunden unklar im Sinne von Artikel 6 PCT: 

Die Verwendung des Ausdrucks "DNA-Fragment" In den Anspruchen 1-5 verhindert 
eine klare Definition und ist nicht geeignet, den Umfang dieser Anspruche zu 
bestimmen. Ohne eine genaue Angabe von Lange bzw. Sequenz der genannten Telle 
bleibt dieser Ausdruck vage und zweldeutlg. Ebenso ist es unmoglich, die In den 
Anspruchen 1-5 und 11 genannten PPS-Untereinheiten (N-Methylierungsdomanen, 
Aktivierungsdomanen, etc.) genau zu identifizieren. Eine DNA bzw. ein Gen oder ein 
Protein muB als chemische Substanz angesehen werden, das in einem Patentanspruch 
eindeutig durch Bezugnahme auf technische Merkmale, z.B. auf seine Sequenz, oder 
ausnahmsweise als Produkt eines Verfahrens zu definieren ist und nicht durch die bloBe 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 950 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Angabe seiner Funktion bzw. durch das zu erreichende Ergebnis. 

Aus der Beschreibung (siehe Seite 3, Zeilen 8-16 sowie Abbildung 2) geht hervor, daS 
die Position, an der die N-Methyltransferase-Domane eingefugt wird,.fur die Definition 
der Erfindung wesentlich ist. Da die unabhangigen Anspruche 1-3 dieses Merkmal nicht 
enthalten, entsprechen sie nicht dem Erfordemis des Artikels 6 PCT in Verbindung mit 
Regel 6.3 b) PCT, demzufolge jeder unabhangige Anspruch alle technischen Merkmale 
enthalten muB, die ftir die Definition der Erfindung wesentlich sind. 

Der Anspruch 8 wird nur teilweise, wie in Artikel 6 PCT vorgeschrieben, durch die Be- 
schreibung gestutzt. Eine ausreichende Offenbarung liegt nur fiir aus Mikroorganismen 
stamnnende Zeilen vor, nicht jedoch fur Zellen anderen Ursprungs. 

Im Anspruch 9 wird der Gegenstand nicht durch ein technisches Merknnal definiert, 
sondem durch ein zu erreichendes Ergebnis, d.h. ganz allgemein durch die Expression 
einer DNA. Die Beschreibung (siehe Seite 3, Zeile 18 - Seite 4, Zeile 7) vermittelt jedoch 
den Eindruck, daB die Expression der modifizierten PPS nur in speziellen Organismen 
ausgefiihrt werden kann, und daB keine Altemativen dazu vorgesehen sind. Somit wird 
der Anspruch 9 nicht, wie in Artikel 6 PCT vorgeschrieben, durch die Beschreibung 
gestutzt. 
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PCT/DEOO/01950 

ActinoDriig Pharamceuticals GmbH 
Neue Patentanspruche : 

5 

1. Verfahren zur Herstellung einer fiir eine 
Polypeptidsynthetase (PPS) -Aktivierungsdoraane mit N- 
Methyltransf eraseaktivitat kodierenden rekombinanten DNA, 
wobei ein fur eine Domane mit N-Methyltransf eraseaktivitat 
10 kodierendes erstes DNA-Fragment in ein zweites^ fiir eine PPS- 
Aktivierungsdomane ohne Methyltransf eraseaktivitat 
kodierendes DNA-Fragment kloniert wird und das erste und 
zweite DNA-Fragment einen durchgehenden Leserahmen bilden. 

15 2. Verfahren zur Herstellung einer fur eine PPS mit N- 

Methyltransf eraseaktivitat kodierenden rekombinanten DNA, 
wobei das erste DNA-Fragment nach Anspruch 1 in ein zweites^ 
fiir eine PPS mit einer Aktivierungsdomane ohne N- 
Methyltransf eraseaktivitat kodierendes DNA-Fragment in den 

2 0 fur die Aktivierungsdomane ohne N-Methyltransf eraseaktivitat 
kodierenden DNA-Abschnittes kloniert wird und beide DNA- 
Fragmente einen durchgehenden Leserahmen bilden - 

3. Verfahren zur Herstellung einer far eine PPS mit N- 
25 Methyltransf eraseaktivitat kodierenden rekombinanten DNA^ 
wobei ein fur eine Aktivierungsdomane ohne N- 
Methyltransferaseaktivitat kodierendes DNA-Fragment eines 
Gens einer PPS gegen die nach Anspruch 1 erhaltene 
rekombinante DNA oder gegen ein DNA-Fragment, welches fur 
30 eine naturliche Aktivierungsdomane mit N- 

Methyltransferaseaktivitat kodiert, unter Gewinnung eines 
durchgehenden Leserahmens ausgetauscht wird. 

SEANDERTES BLATT 
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4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3/ wobei das fiir 
eine Domane mit N-Methyitransf eraseaktivitat kodierende DNA- 
Fragment zwischen den fiir die Adenylierungsdomane und den fiir 
die die ACP-Domane kodierenden DNA-Abschnitten einer PPS- 

5 Aktivierungsdomane' ohne N-Methyltransf eraseaktivitat mittels 
einer singularen Fusionsstelle kloniert wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, wobei das fiir 
eine Domane mit N-Methyltransf eraseaktivitat kodierende DNA- 

ro Fragment mittels zweier Fusionsstellen kloniert wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei das fur eine 
Domane mit N-Methyltransf eraseaktivitat kodierende DNA- 
Fragment zusStzlich fur eine ACP-, Aktivierungs- oder 

15 Kondensationsdomane kodiert- 

7 . DNA, erhaltlich nach dem Verfahren nach einem der 
Anspriiche 1-6. . 

20 8. Zelle, enthaltend mindestens eine DNA nach Anspruch 7. 

*f 

9. Verfahren zur Herstellung einer PPS mit N- 
Methyltransf eraseaktivitat/ wobei die nach einem der 
Anspruche 2-6 erhaltene, fur eine PPS mit N-Methyltransf erase 

25 kodierende DNA exprimiert wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die PPS auf einem 
Plasmid kodiert ist und die Expression in einem 
Mikroorganismus erfolgt. 

30 



11. PPS mit N-Methyltransf eraseaktivitat, erhaltlich nach 
dem Verfahren nach einem der Anspruche 9-10. 
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12. Verwendung der PPS nach Anspruch 11 zur katalytischen 
Einwirkung auf eine Edukt-Verbindung oder ein Gemisch 
derselben. 

5 13. Produkt-Verbindung, erhaltlich durch katalytische 

Einwirkung der PPS nach Anspruch 12 auf eine Edukt-Verbindung 
Oder ein Gemisch derselben. 

14. Verwendung der Produkt-Verbindung nach Anspruch 13 
10 zum Test auf deren pharmakologische Wirksamkeit . 

15. Verwendung der DNA nach Anspruch 7 zur Herstellung 
rekombinanter PKS-Gene Oder rekombinanten Genabschnitten 
dieser . 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> Keller Dr.^ Ullrich 

<120> Verfahren zur Veraenderung von Peptidsynthetasen in der 
Weise, dass sie ihre Substrataminosaeuren N-methylieren 
koennen 

<130> KeActinoPatl 

<140> PCT/DEOO/01950 
<141> 2000-06-15 

<150> DE-19928313.3-41 
<151> 1999-06-16 

<160> 1 

<170> Patentin Ver. 2,1 

<210> 1 
<211> 3849 
<212> DNA 

<213> Streptomyces chrysomallus 
<220> 

<221> misc^f eature 
<222> (1) . . (3849) 

<400> 1 

ggatccacct gctcgacacc gccaccgccc aacccgagca gcccctcagc cgcatcgacg 60 
tcctcacccc ggaggagagg aaccgcacga ^cgtcgaggt caaccggacc gaactgccgc 12 0 
tigcccgacgc ct:cgt:t:ggcg gagctgttcg aacaacaggt gaccc^caca cccgacgccc 180 
ccgccctggt cagcgacggc gccacgct:ca gctactccga gctcaacacg cgcgccaacc 24 0 
acctcgccca ccagctcacc acccggggca tccgccccgg cgacgccgtc gccgtcctcc 300 
tccaacgctc ccccgacacc gtcaccaccg tcctcgccct cgccaagacc ggcgcgacct 360 
acatccccct cgacagccgc taccccgccg accgctaccg cctcgtcctc gacgagaccc 420 
gcaccaaact cctcatcacc gaccacacca ccgacctcga caccaccaca acccagttca 48 0 
accccgccga caccccccac gacggcgaag accccggcaa cccgaaccac accacccacc 540 
ccgacgacgc cgcctacatc atgtacacca gcggctccac cggccgcccc aagggcgtca 600 
tcgccaccca ccgcaacatc accgccctcg ccctcgaccc ccgcttcgac cccaccgccc 660 
accgccgcgt cctcctccac tcccccaccg ccttcgacgc ctccacctac gagatctggg 720 
tccccctcct caacggcaac accgtcgtcc tcgcccccac cggcgacctc gacgtccaca 780 
cctaccaccg cgtcatcacc gaccagcaga tcaccgccct ctggctgacc agctgggtct 84 0 
tcaacctcct caccgagcag agcccggaga ccttcacccg ggtccggcag atctggaccg 900 
gcggcgaggc cgtctccggc gccaccgtca cccggcttca gcaggcatgc cccgacacca 960 
ccgtggtcga cggctacggc cccaccgaga ccaccacctt cgccacccac caccccgtcc 1020 
ccacccccta caccggctcc gccgtcgtcc ccatcggccg ccccatggcc accatgcaca 1080 
cctacgtgct cgacgacagc ctccagcccg tcgcccccgg cgtcaccggc gagctctacc 1140 
tcgctggcag cggcctcgcc cgcggctacc tggaccgccc cgccctcacc gccgaacgct 1200 
tcgtcgccaa cccgtacgcc gcacccggag aacgcatgta ccgcaccggc gacctggcac 1260 
gctggaaccc cgacgaccac ctcgagtacg ccggccgcgc cgaccaccag gtcaaggtcc 1320 
gcggcttccg catcgaaccc ggcgagatcg agaacgtcct caccgaccat cccgccgtcg 1380 
cccaggccgc cgtccacctc aaccgggacc agcccggcaa cccccggctc gtcgcgtacg 144 0 
tcgtcgcgga cacctcggcg ccgagcagcg atgtggacca gcagcaccag. atcggcgagt 1500 
ggcaggacct ctacgactcc ctctacgcgg cccccacggc cgagttcggc gaggacttct 1560 
ccggctggaa cagcagctac gacggccggc cgatccccct cgaccagatg cgggagtggc 1620 
gcgacgccac cgtggaacgc atccgcggcc tcaacccgcg ccgggtgctg gagatcggcg 1680 
tcggcacggg cctgctgctc gcgaagctgg cccccgagtg cgaggagtac tggggcacgg 1740 
acctctcgcc caccgtgatc gaggcgctct cccggcacgt cgacgccgac ccggagctgg 1800 
cccggcgggt caccctgcgg gccggtgccg cgcacgagca cgaggggctg cccgtcggcc 1860 
acttcgacac cgtcgtgctc aactccgtgg tccagtactt cccgaacgcc gactacctcg 1920 
cccaggtcat cgagcaggcg ctgcggctgc tggcccccgg cggcgccgtg ttcatcggcg 1980 
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acatccgcaa cccgcggctg ctgcgcacct tcaccaccgc cgtccagacc gcccgcgcgg 204 0 
aggacccggc cgacaccgcc gccgtgcggc gcgccgtcga gcagagcctg gtgctggaga 2100 
aggaactcct ggtcgacccg gagtacttca ccgcgctcac ccaccgcctc ccggacctcg 2160 
ccggcgtcga cctgcggctc aagtgcggcg ccgcccacaa cgagttgacc cgctaccgct 2220 
acgacaccac gctccacaag gccggaatca ccgcgctccc gctgtccgag gccgccgtcc 2280 
tggcctggcc gcaggacgcc gaggcactcg cccggcacct ggccgaggcc cggccggagc 2340 
ggctgcgcgt caccggcgcg cccaactccc ggatagccgc cgacctcgcg gcccagcacg 2400 
ccctggagtc cggcaccgcc ccggccgggc ccccgaccgg gccctacgcc acggagcagc 24 60 
cggacctcga ggcactccac cgcctcgggg aggaccacgg gtactggacg gccgtcacct 2520 
ggtccgccca ccgccccgac accgtcgacc tcaccttcgt ccggcgcggc ctgctcgacg 2580 
gcgccgtccc ggtcggtacg tacgccccgg cggccgccgg cgacccggcg acgccgctca 2640 
ccgccttcac caccaacccc gtcggcagcc ggggcaccgc cgcgctgctc accgcgctgc 2700 
gcgaacacgc cgccgcccaa ctgcccgact acatgcggcc cgccgcaatc gtcccgctcg 27 60 
accgcctgcc gctcaccgcc aacggcaagc tcgaccgggc "cgccctcccg gcactcgacc 2820 
cggagcacgc ggacaccggc cgcgccccca ggacgccgca ggagcaggtg gtctgcgagc 28 80 
tgttcgcgga ggtgctcggc cggccgctcg tcggtgtgga ccaggacttc ttcgacctcg 294 0 
gcgggcactc gctgctcgcc acccggctga tcgcccggct gcgcgccgcc ttcggcgtgg 3000 
aactgggcct gcgcagcctc ttcgaggcgc cgacgccggg cgggatcgcc gcccggctgg 3060 
acctcgacga cccggacggc tcctacgagg tggtgctgcc gctgcgcgcc cagggcagca 3120 
ggccgccgct gttctgcatc caccccggtg gcggcatcag ctggtcgtac agcgcgctga 3180 
tcaagcacct cggcccggag tacccgctgt acggcatcca ggcgcgcagc ctggcccgcc 3240 
cggagccgcg gccggagagc atcgaggaga tggcggtgga ctacgccgac cagatccagg 3300 
gcgtgcagcc gcacggcccc taccacctgg ccggctggtc gttcggcggg ctgtgcgccc 3360 
atgccctggc cgcggagttc cagcggcgcg gcgagccggt ggcgctggtc gcggtgctcg 3420 
atgtgaticcc gaactggcag gggctcaccc acgacgacgt: cccggccccc gacgaccggg 34 80 
tgatgctgct gtaccacgtc ggcctggtcg acgacggcag ccaccgcaac gaccgcgaag 3540 
agctgacctt cgccagggcc cgcgagatcc tgcgccgcca gggcagtgtg ctcgccaacc 3600 
tggaggagga ccggctcacc acgatcaccg agatctcggc caacaacacc catctgaccg 3 660 
tcgactacca gcccggcccg atcgacggcg acctgctgct gatcgccgcc tcggaacagc 3720 
aggacccgcc ggtcaccgcc gatgcctggc ggccgtacgt ctgcggcgcg gtcgaggccc 3780 
acgtggtgcc cggcgagcac ggctccatgc tgacccggcc cggcaccctg gccgagatcg 3840 
gccggat:cc 3849 
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VERTRAG UBE^IE INTERNATIONALE ZUSAI\/|M||S^ AUF DEM 
W GEBIET DES PATENTWES^P 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



NOBBE, Matthias 

VIERING, JENTSCHURA & PARTNER 
Essener Strasse 5 
46047 Oberhausen 

ALLEMAGNE ^ t r^.- 



•*3 f- . 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 
; ^ag/Monat/Jahr) 



10.10.2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
P 19887 


WICHTIGE MnTBLUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PGT/DEOO/01950 


Internationales Anrrieldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
15/06/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
16/06/1999 


Anmelder 

KELLER .Ullrich etal. 



1 . Dem Annrielder wird mitgeteiit, daB ihm die mit der internatlonalen voriaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internatlonalen Anmeldung erstellten internatlonalen voriaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubermittelt 



Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen 
Weiterleltung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



dem Internatlonalen Buro zur 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Engllsche anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro Im Formblatt PGT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internatlonalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Aniagen zum Internatlonalen voriaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertlgen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrifl der mit der intemationalen Priifung 
beauftragten Behorde 



Europaisches Patentamt 
0-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
HIngel, W 

Tel. +49 89 2399-8717 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 
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VERTRAG UBER 



i 



INTERNATIONALE ZUSAI\^ENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzelchen des Anmelders Oder Anwalts 
P 19887 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/01950 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uberdie Ubersendung des intemationalen 
vorfauflgen Prufungsberichts (Formblatt PCT/I PEA/41 6) 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
15/06/2000 



Priorltatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
16/06/1999 



Internationale Patentklasslfikatlon (IRK) Oder nationale Klasslfikatlon und IPK 
C12N15/52 



Anmelder 

KELLER ,Ullrich et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gema6 Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT unnfaBt insgesamt 8. Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem llegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde llegen, und/oder Blatter mit vor dieser' 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinlen zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Berichts 

II S Priorltat 

S Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

□ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

8 Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

□ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

□ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 
S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



III 
IV 



VI 
VII 
VIII 



Datum der Einrelchung des Antrags 



12/01/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
10.10.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtlgter Bediensteter 
Sommer, B 

Tel. Nr. +49 89 2399 7099 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzelchen PCT/DEOO/01 950 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzbiatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikef 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicfit beigefugt, weil sie l<eine Anderungen enthalten (Regain 70, 16 and 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-14 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-15 eingegangen am 1 3/09/2001 mit Schreiben vom 1 3/09/2001 



Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-2, eingereicht mit Schreiben vom 27.09.2000. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alia vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden 1st, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht. sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handeit es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nac^ 

Regel23,1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der Internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schrlftlicher Form enthalten ist, 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
H bei der Behorde nachtraglich in schrlftlicher Form eingereicht worden ist. 

la bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

la Die Erklarung. daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

H Die Erklarung. daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzelchen PCT/DEOO/01 950 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. H DIeser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen entha/ten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 

beizufugen). 

siehe Beiblatt 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



1 . □ DIeser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Priorltat erstellt worden, da folgende 

angeforderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschrlft der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da sich der 

Prioritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berlchts gilt daher das obengenannte internationale Anmeldedatum als das 
maBgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1. Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 

K Anspruche Nr. 5 (teilweise); 6, 12-15 (vollstandig). 



K Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 12-14 (vollstandig) beziehen 
sich auf den nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt 
werden braucht {genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 



II. 



Prioritat 



Begrundung: 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzelchen PCT/DEOO/01 950 



□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben) : 



lEI Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 5 (tellweise); 6, 15 (vollstandig) sind so 

unzureichend durch die Beschreibung gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Aniage 0 der Verwaltungsvorschriften vorgeschrlebenen Standard 
entspricht: 

□ Die schriftllche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikef 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatlgkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkelt; Unterlagen und Erktarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) . Ja: Anspruche 1-4, 10. 11 (vollstandig); 5 (tellweise) 

Nein: Anspruche 7-9 

Erfinderlsche Tatlgkeit (ET) Ja: Anspruche 1-4, 10, 1 1 (vollstandig); 5 (tellweise) 

Nein: Anspruche 7-9 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-4,7-11 (vollstandig); 5 (tellweise) 

Nein: Anspruche - 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



vni. Bestimmte Bemerkungen zur internatlonalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestiitzt werden, 1st folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt I 

Die Anspriiche 6, 12-15 sowie teilweise Anspruch 5 sind aus folgenden Grunden nicht 
Gegenstand der vorlaufigen Priifung: 

Die Anspruche 6 und 15 werden nicht durch die Beschreibung gestiitzt, da Ihr Umfang 
uber den durcli die Besclireibung und die Zeiclinungen gerechtfertigten Umfang 
hinausgeht. Anspruch 6 fuhrt zwangslaufig zu einer Verdoppelung von ACP-, Aktivierungs- 
bzw. Kondensationsdomane innerhalb eines Moduls. Dieses Merkmal steht jedoch im 
Widerspruch zu der Offenbarung der Beschreibung. Ebenso werden die IVIerkmale des 
Anspruchs 1 5 in der Spezifikation ausschlieBlich in Verbindung mit Polypeptidsynthetasen 
(PPS), nicht jedoch im Zusammenhang mit Polyketidsynthetasen (PKS) genannt. 
Die geanderten Anspruche 12-14 gehen uber den inhalt der ursprunglich eingereichten 
Fassung der Anmeldung hinaus, da die sehr allgemein gehaltenen Begriffe "Edukt- 
Verblndung", "Gemisch" und "Produkt-Verbindung" eine unzulassige Verbreiterung der 
ursprunglich offenbarten Gegenstande (Aminosauren, Polypeptide, Peptidyl-Acetyl- 
iy/lischstrukturen etc.) darstellen. 

Im Hinblick auf Anspruch 5 ist eine Stiitze in der Beschreibung nur soweit vorhanden, als 
sich dieser auf die Insertion einer Domane mit N-Methyltransferaseaktivitat mittels zweier 
Fusionsstellen zwischen Adenylierungs- und ACP-Domane bezieht. Deshalb wird der 
Anspruch 5 nur teilweise einer vorlaufigen Prufung unterzogen, wobei der Gegenstand des 
Anspruchs entsprechend dieser Einschrankung interpretiert wird. 

Zu Punkt II 

Der vorliegenden Prufung liegt die Annahme zugrunde, da3 alle Anspruche 
Prioritatsrechte ab dem Zeitpunkt der Einreichung des Prioritatsdokuments (16.06.1999) 
genieBen. 

Zu Punkt V 

1. Es wird auf das folgende Dokument venA^iesen: 

D1 : MARAHIEL M A ET AL: "Modular peptide synthetases involved in nonribosomal 
peptide synthesis' CHEMICAL REVIEWS, Bd. 97, Nr. 7. November 1997, Seiten 
2651-2673 
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2. Die vorliegende Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Veranderung nicht-ribosomaler 
Peptidsynthetasen (PPS), infolgedessen diese ihre Substrataminosauren N-methylieren 
konnen. Die modular aufgebauten PPS enthalten fur jede Aminosaure des 
Peptidprodukts eine substratspezifische Aktivierungsdomane. Einige naturlich 
vorkommende Aktivierungsdomanen besitzen daruber hinaus eine N-Methyltransferase- 
Aktivitat. Die Umwandlung einer Aktivierungsdomane in eine Aktivierungsdomane der 
gleichen Substratspezifitat mit zusatzlicher N-[\/lethyltransferase-Aktivitat erfolgt durcii 
Insertion von dafur kodierenden DNA-Sequenzen in ein PPS-Gen bzw. durch Austausch 
der Aktivierungsdomane. Weiterhin werden die gemaB diesem Verfahren erhaltliche 
DNA, diese DNA enthaltende Zellen, die VenA^endung derartiger Sequenzen zur 
Herstellung von PPS sowie von diesen Sequenzen kodierte Proteine offenbart. 

3. Die Anspruche 7-9 stehen nicht im Einklang mit Artikel 33(2) PCT, da ihr Gegenstand 
nicht neu ist. Ein Produkt, das nach einem bestimmten Verfahren erhaltlich ist (hier: 
DNA bzw. Zelle), wird nicht allein dadurch neu, daB es mit Hilfe eines neuartigen 
Verfahrens hergestellt wurde. Da eine entsprechend dem offenbarten Verfahren 
hergestellte DNA kodierend fur eine PPS-Aktivierungsdomane mit N-IVIethyltransferase- 
Aktivitat und einer bestimmten Substratspezifitat jedoch nicht zwangslaufig von einer 
DNA kodierend fur eine naturlich vorkommende PPS-Aktivierungsdomane mit N- 
Methyltransferase-Aktivitat und gleicher Substratspezifitat unterscheidbar ist, kann der 
Gegenstand des Anspruchs 7 und in analoger Weise auch derjenige des Anspruchs 8 
nicht als neu betrachtet werden. Gleiches gilt fur Anspruch 9, da dieser Anspruch 
folglich auch die Expression naturlich vorkommender PPS mit N-Methyltransferase- 
Aktivitat in den entsprechenden Organismen umfaBt. 

Hingegen erfullen die Anspruche 1-4, 5 (teilweise) und 10-11 die Anforderungen des 
Artikels 33(2) PCT, da der Stand der Technik weder die Insertion einer Domane mit N- 
Methyltransferase-Aktivitat in die kodierende DNA-Sequenz einer PPS-Aktivierungs- 
domane ohne diese Aktivitat offenbart noch eine gezielte Substitution einer PPS- 
Aktivierungsdomane ohne N-Methyltransferase-Aktlvitat durch eine entsprechende 
Domane mit N-Methyltransferase-Aktivitat. 

4. Als nachstliegender Stand der Technik zur Bestimmung der erfinderischen Tatigkeit der 
Anspruche 1-4, 5 (teilweise), 10 und 1 1 wird Dokument D1 betrachtet. welches neben 
der modularen Organisation multifunktionaler PPS mehrere Strategien zur Konstruktion . 
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genetisch veranderter PPS offenbart. Die Module einer PPS enthalten jeweils mehrere 
Domanen, die offensichtlich unabhangig voneinander agieren, auch wenn sie in einem 
einzigen Protein lokalisiert sind (D2, Seite 2671 , linke Spalte, Zeilen 28-37 und 48-56). 
So fiihrt beispielsweise die gezielte Substitution einer von Linkern flankierten 
Aktivierungsdomane durch eine andere zu einer veranderten Substratspezifitat an 
dieser Position (D2, Abbildung 11; Seite 2669, rechte Spalte, zweiter Absatz). In 
Modulen mit N-Methyltransferase-Aktivitat wurde sowohl im Gen der Cyclosporin A- 
Synthetase als auch in demjenigen der Enniatin-Synthetase etwa 420 Anninosauren 
lange, konsen/ierte Domanen gefunden, welche zwischen der Adenylierungs- und der 
Thiolbindungseinheit dieser Module lokalisiert sind. Eine derartige Insertion innerhalb 
der Aktivierungsdomane korreliert dabei direkt mit einer N-methylierten Aminosaure im 
Peptidprodukt (D2, Abbildung 3 und 4; Seite 2668, rechte Spalte, erster Absatz). 

Es gibt jedoch in den vorliegenden Dokumenten zum Stand der Technik keine 
unmittelbaren Hinweise darauf, daB eine N-Methyltransferase-Aktivitat unter Erhaltung 
der Substratspezifitat gezielt in ein Modul eingefugt werden kann, sei es a) durch 
Einfugen einer N-Methyltransferase-Domane in eine Aktivierungsdomane oder b) durch 
Substitution der gesamten Aktivierungsdomane. Aus diesem Grund erfullen die 
Anspruche 1-4, 5 (teilweise), 10 und 1 1 die Anforderungen des Artikels 33(3) PCT. 

Zu Punkt VIH 

5. Die Definition des Gegenstands der Anspruche 1-5, 8, 9 und 11 ist aus folgenden 
Grunden unklar im Sinne von Artikel 6 PCT: 

Die Verwendung des Ausdrucks "DNA-Fragment" in den Anspruchen 1-5 verhindert 
eine klare Definition und ist nicht geeignet, den Umfang dieser Anspruche zu 
bestimmen. Ohne eine genaue Angabe von Lange bzw. Sequenz der genannten Teile 
bleibt dieser Ausdruck vage und zweideutig. Ebenso ist es unmoglich, die in den 
Anspruchen 1-5 und 11 genannten PPS-Untereinheiten (N-Methylierungsdomanen, 
Aktivierungsdomanen, etc.) genau zu identifizieren; Eine DNA bzw. ein Gen oder ein 
Protein mu3 als chemische Substanz angesehen werden, das in einem Patentanspruch 
eindeutig durch Bezugnahme auf technische Merkmale, z.B. auf seine Sequenz, oder 
ausnahmsweise als Produkt eines Verfahrens zu definieren ist und nicht durch die bloBe 
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Angabe seiner Funktion bzw. durch das zu erreichende Ergebnis. 

Aus der Beschreibung (siehe Seite 3, Zeilen 8-16 sowie Abbildung 2) geht hervor, daB 
die Position, an der die N-IVIethyltransferase-Domane eingefugt wird, fur die Definition 
der Erfindung wesentlich ist. Da die unabhangigen Anspriiche 1-3 dieses Merkmal nicht 
enthalten, entsprechen sie nicht dem Erfordemis des Artikels 6 PCT in Verbindung mit 
Regel 6.3 b) PCT, demzufolge jeder unabhangige Anspruch alle technischen IVIerkmale 
enthalten mu3, die fiir die Definition der Erfindung wesentlich sind. 

Der Anspruch 8 wird nur teilweise, wie in Artikel 6 PCT vorgeschrieben, durch die Be- 
schreibung gestutzt. Eine ausreichende Offenbarung liegt nur fur aus Mikroorganismen 
stammende Zeilen vor, nicht jedoch fur Zellen anderen Ursprungs. 

Inn Anspruch 9 wird der Gegenstand nicht durch ein technisches Merkmal definiert, 
sondem durch ein zu erreichendes Ergebnis, d.h. ganz allgemein durch die Expression 
einer DNA. Die Beschreibung (siehe Seite 3, Zeile 18 - Seite 4, Zeile 7) vermittelt jedoch 
den Eindruck, daB die Expression der modifizierten PPS nur in speziellen Organisnnen 
ausgefiihrt werden kann, und daB keine Altemativen dazu vorgesehen sind. Somit wird 
der Anspruch 9 nicht, wie in Artikei 6 PCT vorgeschrieben, durch die Beschreibung 
gestutzt. 
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PCT/DEOO/01950 

ActinoDriig Pharamceuticals GmbH 



Neue PatentansprQche : 

5 

1. Verfahren zur Herstellung einer far eine 
Polypeptidsynthetase (PPS) -Aktivierungsdomane mit N- 
Methyltransferaseaktivitat kodierenden rekombinanten DNA, 
wobei ein ftir eine Domane mit N-Methyltransf eraseakt ivitat 
0 kodierendes erstes DNA-Fragment in ein zweites, fiir eine PPS- 
Aktivierungsdomane ohne Methyltransf eraseaktivitat 
kodierendes DNA-Fragment kloniert wird und das erste und 
zweite DNA-Fragment einen durchgehenden Leserahmen bilden. 

2. Verfahren zur Herstellung einer fUr eine PPS mit N- 
Methyltransferaseaktivitat kodierenden rekombinanten DNA, 
wobei das erste DNA-Fragment nach Anspruch 1 in ein zweites, 
fur eine PPS mit einer Aktivierungsdomane ohne N- 
Methyltransf eraseakt ivitat kodierendes DNA-Fragment in den 
fur die Aktivierungsdomane ohne N-Methyltransf eraseaktivitat 
kodierenden DNA-Abschnittes klonriert wird und beide DNA- 
Fragmente einen durchgehenden Leserahmen bilden. 

3. Verfahren zur Herstellung einer far eine PPS mit N- 
Methyltransferaseaktivitat kodierenden rekombinanten DNA, 
wobei ein far eine Aktivierungsdomane ohne N- 
Methyltransferaseaktivitat kodierendes DNA-Fragment eines 
Gens einer PPS gegen die nach Anspruch 1 erhaltene 
rekombinante DNA oder gegen ein DNA-Fragment, welches fur 
eine naturliche Aktivierungsdomane mit N- 

Methyltransferaseaktivitat kodiert, unter Gewinnung eines 
durchgehenden Leserahmens ausgetauscht wird. 
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12. Verwendung der PPS nach Anspruch H zur katalytischen 
Einwirkung auf eine Edukt-Verbindung oder ein Gemisch 
derselben. 

5 13. Produkt-Verbindung, erhaltlich durch katalytische 

Einwirkung der PPS nach Anspruch 12 auf eine Edukt-Verbindung 
Oder ein Gemisch derselben. 

.14. Verwendung der Produkt-Verbindung nach Anspruch 13 
10 zum Test auf deren pharmakologische Wirksamkeit . 

15. Verwendung der DNA nach Anspruch 7 zur Herstellung 
rekombinanter PKS-Gene oder rekombinanten Genabschnitten 
dieser . 
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VERTRA 




ER DIE INTERNATIONALE ZUSMTl MEN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



PCT 



An 

TECHNISCHE UNIVERSITAT BERLIN 
z.H. PD Dr. KELLER, Ullrich. 
MAX-VOLMER-INSTITUT / ABT. BIOCHEMI 
E (Sekr.0E2) FRANKLINSTR.29 
10587 BERLIN 
GERMANY 


MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel44.1 PCT) 


Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 2/2000 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

KeActinoPatl J.^8<^^ 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 00/01950 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) j 5/O6/2OOO 


Anmelder 

KELLER , Ullrich. 



1 . Dem Anmelder wlrd mitgetellt, daB der internationale Recherchenbericht ersteitt wurde und ihm hiermit Obermitteit wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der tnternationalen Anmeldung Sndem (slehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betrdgt ubiichenweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Belblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmlttelbar beim Internationalen BOro der WlPO, 34, CHEf^lN des Colombettes, CH-121 1 Gent 20. 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Naliere Hinweise sjnd den Anmerkungen auf dem Belblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wlrd mitgeteilt, daB kein intemationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hienmit die ErklSrung nach 

Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



3. 



I I Hinsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusStzlichen Gebuhr (zusdtzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
' — ' dem Anmelder mitgeteilt, daB 

□ der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf IJbermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die BestimmungsSmter dem Internationalen Buro ubermittelt worden 
sind. 

□ noch ketne Entscheidung uber den Widerspruch voriiegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

4. Welteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf fofgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 IVIonaten seit dem Priori tatsdatum wird. die internationaie Anmeldung vom Internationalen Buro ver6ffent- 
licht Vy^ der Anmetder die Verdffentlichung verhindem Oder auf einen spdteren Zeitpunkt verschieben, so muB gemSB Regel 90 ?i 
bzw. 9Cr^ vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fOr die intemationale Verdffentlichung eine Erkldrung Qber die ZurQcknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder des PrioritStsanspruchs beim Intemationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorl^ufige Prufung^ einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 l^onaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtem sogar noch ISnger) 
verschieben mOchte. 

Innerhalb von 20 IVIonaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
. Handlungen vor alien Bestlmmungsamtern vomehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum In der 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen Auswahlerkiarung ausgewdhlt wurden Oder nicht ausgewahit werden konnten, da fOr sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Intemationalen RecherchenbehOrde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Mireille Claudepierre 
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Diese Anmerkungen sotlen grundlogende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemdG Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
Itagen die Erfordemtsse des Vertrags Ober die intemationaJe Zusammenarbett auf dem Gebiet des Paientwesens (PCT), der AusfDhrunga- 
ordnung und der V/erwahungsrichtiinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind letztere mafSgebend. Ndhere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder. einer VerOffentlichung der 
WlPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen venwendeten Begriffe •Aftikel'. "RegeP und "Abschnitt* beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Veiirags, der PCT-AusfQhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsrichtlinien. 

HINWEISE ZU Anderungen gemAss artikel 19 

Naeh Eifialt des intemationalen Recherchenberichts hat der Anmelder die Mdglichkett, etnmal die AnsprQohe der irttemationalen 
Anmefdung zu dndem. Es ist jedoch zu betonen. da6, da alle Teile der intemationalen Anmaldung (AnsprOche, Beschreibung und 
Zeichnunaen) wdhrend des intemationaien vorl&ufigen PrOfungsverfahrens gedndert werden kfinnen, normalerweise keine Notwendigkeit 
besleW, Anderungen der Anspruche nach Artikel 1 9 einzureichen,- auBer wenn der AnnieMer z.B. zum Zwecke eines vorldufigen 
Schutzes die Verdffentltchung cfieser Anspruche wOnscht oder ein anderer Grund fOreine Anderung der Ansprilche vor ihrer intematk>na- 
len Verdffenttichung vorliegt. Weiterhin ist zu beachten, daB ein voriaufiger Schutz nur in einigen Staalen ertidltiich bt. 

Weleha Telle der intematlonalefi Anmaldung kSnnen gedndert werilen? 

Im Rahmen von Artikei 19 kdnnen nur die AnsprOche geSndert werden. 

In der intemationaten Phase kdnnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen voriAufigen PrQf ung beauf> 
tragten Behdrde gafindert (oder nochmels geAndert) werden. Die Beschreibung und cfie Zeichnungen kOnnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationalen vorlfiufigen PrOfung beauflragten Behdrde gefindert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase kfinnen alle Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 ge&ndeit werden. 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Innefhalb yon zwei Monaten ab der Ubermittlung des intemationalen Recherchentwnchts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
dem PrioritAtsdatum, je nachdem, welche Frist spAter ablAuft. Die Anderungen getten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem lntematk>nalen BOro nach AUauf der maBget>enden Frbt, ak>er noch vor Abschlu8 der technischen Vorberertungen fOr cfie 
Internationale VerOffentfichung (Regel 46. 1 } zugehen. 

Wo sind die Anderungen nidit einairaichen? 

Die Andeningen kdnnen nur beim Intemationalen BOro, nicht aber beim Anmekieamt oder der IntematkMialen Recherchenbehdrde 
etngeretcht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf Internationale vorlAufige PrOfung eingereicht wurdeAvird, siehe unten. 

in welcher Form kdnnen Anderungen erf olgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprOche. durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprOche oder durch Anderung des WortJauts eines oder mehrerer AnsprOche in der etngereichten Fassung.. 

FOr jedes AnspruchsWatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem urspnQnglich eingereiehten Blatt 
unterscheidet, ist ern Ersatzblatt einzureichen. 

AJIe AraprOche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrkrhen, so 
brauchen, die anderen AnsprOche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die AnsprOche fortlaufond zu 
numeneren (Ven^raltungsriohtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen aind In der Spraehe abzufaesen, In der dialntematlonale Anmaldung verAffenUlclit winl. 

Welche Unterlagon eind den Anderungen belzufOgen? 
BeglelUchraiban (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begteitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geAnderten AnsprOchen verflffentlicht. Es 
ist nicht zu venveehseln mit der "EiklArung nach Artikel 19(1)- (siehe unten, "ErklArung naeh Artikel 19 (1^. 

C^s Begteltschrelban Ist nach Wahl des Anmeldera In anglischar oder franzdalscher Spraehe abnifasaen. Bel engllschspra- 
chlgen Intemationalen Anmeldungan ist das BegleitoehrBlban aberebenfails In anglischar, bet franaSstsctispraehlgan Inter- 
nationalen Anmeldungan in franzdsischar Spraehe abzufassen. 
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Im Beglettschretben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der etngereichten Fassung und den gednderten AnsprOchen 
anzugeben. So bt insbesondere zu jedem Anspmch in der intemationalen Anmetdung anzugeben (gleichtautende Angaben zu 
verachiedenen Anapriichen kdnnen zusammengefaBt werden), ob 

i) der Aiispruch unverdndert ist; 

it) der Anspruch gestrichen worden tst; 

ill) der Anspruch neu bt; 

iv) der Anspmch einen Oder mehrere Ansprttohe in der eingereichten Faasung ersetzt; 

v) der Anspmch auf die Teilung eines Anapruchs in der eingereichten Fasaung zurOekzufOhren ist. 



Im fdgenden sJnd Beispiele angegeben, wie Andarungen im Begleitxhreiben zu eriautem sind: 

1. [Wenn ansteile von ursprQnglich 48 AnsprOchen nach der Andemng etniger AnsprOche 51 AnsprOclie existieren]: 

'Die AnsprOche 1 bis 29, 31, 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch ge&ndeite AnsprOche gleicher Numeriemng ersetzt; AnsprOche 
30, 33 und 38 unver&ndert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefOgt.' 

2. (Wenn ansteile von ursprOngKch 1 5 AnsprOchen nach der Andemng aller AnsprOche 1 1 AnsprOche extstiaren]: 
"Geanderte AnsprOche 1 bis 1 1 treten an die Stelle der Anspmche 1 bis 15." 

3. [Wenn ursprOnglich 1 4 AnsprOche existierten und die Andemngen darin l^estehen, dafl einige AnsprOche gestrichen werden und 
neue AnsprOche htnzugefOgt werden): 

AnsprOche 1 bis 6 und 1 4 unverAndert; AnsprOche 7 bis 1 3 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 1 7 hinzugefOgt.'Oder* An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; alle Obrigen AnsprOche unverAndert.* 

4. (Wenn verschiedene Arten von Andemngen durchgetOhrt werden]: 

'AnsprOche 1-10 unverfindert; AnsprOche 11 bis 13. 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch geflnderten An- 
spmch 14 ereetzt; Anspmch 1 7 in geAnderte AnsprOche 15, 16 und 17 unterteilt; neue AnspiOche 20 und 21 hinzugefOgt.* 

-ErMfining nach Artlkel 19(ir (Regel 46.4) 

Den Andemngen kann eine ErWflmng beigefOgt werden, mtt der cfie Aridemngen eridutert und ihre Auswirkungen auf die 
Beaehreifciung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 1 9 (1 ) geAndert werden kdnnen). 

Die ErklAmng wird zusammen mit der intemationalen Anmekfung und den geAnderten AnsprOchen verdffentlicht. 
Sle ist In der Sprache abxufaasan. In der die Intemationalen Anmeldung verAffentllcht wIrd. 

Sie muB kurz gehalten sein und darf , wenn in engliaoher Sprache abgefafit oder ins Engliaohe Qbersetzt, nicht mehr ala 500 
WArter umfassen 

Die ErklAmng ist nk^ht zu verwechsein mit dem Begleftschreik>en, das auf <£e Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den geAnderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem geaonderten Blatt 
einzureichen und in der Clberschrifl als solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten 'ErMAmng nach Artikel 19 (1)". 

Die ErMAmng darf keine herabeetzenden AuBerungen Okwr den inter natmnalen Recherchenbericht oder die Bedeutung von in dem 
Bericht angefOhrten VerdffentKchungen enthatten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefOhrte VerOffentlichun- 
gen, die sieh auf einen bestimmAen Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Andemng dieses Anapruchs Bezug 
nehmen. 

Auswirlcungen eines l>erelts gesteltten Antrags auf IntomatkMialevorlAufige PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits ein Antrag auf intematk>nale voriAufige PrOfung 
gestelit worden, so sollte der Anmelder in seinem Interesse gieichzeitig mit der Einreichung der Andemngen beim Intemation alen 
80 ro auch eine Kopie der Andemngen bei der mtt der intemationalen voriAufigen PrOfung beauftragen Behdrde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), erater Satz). 



AuBwIilcungen von Anderungen hlnslchtlieh der OberseCaning darinterhaUonalen Anmeldung balm EIntrttt In die 
nationale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in cfie nationale Phase mOgticherweise anstatt oder zusAtzlich zu der Uber- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Fassung eine Uberaetzung der nach Artikel 19 geAixlefften AnsprOche an die 
fcsestimmten/ausgewAhKen Amter zu Obermittein ist. 

NAhere Einzelheiten Ober die Erfordemtsse jedes bestimmten/ausgewAhtten Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fOr Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formt)latt PCTASA/220 (Biatt 2) (Januar 1994) 



BNSDOCID: <X9SA220NOOEP4J^> 
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VERTRAGWER DIE INTERNATIONALE ZUSHRIMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

KeActinoPatl 


WPITFRPS siehe Mitteilung uber die Ubermitllung des internationalen 

Recherchenberlchts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 00/01950 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

15/06/2000. 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/MonaVJahr) 

\ 61061X999 


Anmelder 

KELLER , Ullrich. 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemSB 
Artikel 18 ubermlttelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermlttelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

Daruber hinaus liegt ihm Jewells eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



2. 
3. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Intemationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefCihrt worden, in der sie eingereicht wurde. sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die Intemationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der BehGrde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
— Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefiihrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die intemationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Fomri enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. • 
bei der BehQrde nachtraglich in schrlftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erkiarung, daB das nachtraglich eingeretchte schriftliche Sequenzprotokoll nicht liber den Often baaingsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgefegt. 

Die Erkiarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgeiegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). . 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 

m 

□ 
□ 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PC] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmlgt. 
I I wurde der Wortlaut von der BehOrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

I — I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

— wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
[X| Anmelder kann der BehOrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr. — ] 

[~| wie vom Anmelder vorgeschlagen CH keine der Abb. 

Pn weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat, 
. Q weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210(Blatt 1)(Juli 1998) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



ternationales Aktenzelchen 
PCT/DE 00/01950 



Feld III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Biatl 1) 



Auf Linie 1. nach "syntheti sieren. " streichen : "Die von" bis Linie 3. 
"Interesse" . 

Auf Linie 10. nach "bleibt." bis Ende. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2))(Juli 1998) 
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INTERNATIONAL ECHERCHENBERICHT 



m 

I PCT 



lationales Aktenzelchen 

PCT/DE 00/01950. 



A KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/52 C12N15/54 
C12P21/02 



C12N15/62 C12N9/10 



C12P13/04 



Nach der Intemationaten Patentktassinkation (IPK) Oder nach der nationalen Klassinkation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassinkationssymbole ) 

IPK 7 C12N C12P 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff geti6rende Veroffentlichungen. soweit diese unter die rechercfiierten Geblete fallen 



Wahrend der intemationaien Recherche konsultierle elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venwendete Sucfibegriffe) 

MEDLINE, EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der VerOffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspnjch Nr. 



EP 0 789 078 A (ENIRICERCHE SPA) 
13. August 1997 (1997-08-13) 
Seite 2, Zeile 27,28 
Seite 3, Zeile 57-59 
Anspruche 1,3,4 

EP 0 637 630 A (ENIRICERCHE SPA) 
8. Februar 1995 (1995-02-08) 
Seite 4, Zeile 44 -Seite 5, Zeile 3; 
Abb 11 dung 3 
Anspruch 1 

EP 0 578 616 A (SANDOZ LTD ;SAND0Z AG 
(DE)) 12. Januar 1994 (1994-01-12) 
Seite 1, Zeile 13-16 
Seite 4, Zeile 15-17; Beispiel 7 
Anspruche 12,13 

-/-- 



1-10 



1-10 



1-10 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Fetd G zu 
entnehmen 



in 



Slehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

•A* Veroffentllchung. die den aJIgemeinen Stand der Technikdefiniert. 
at>er nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

•E' alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemattonalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

*L' Ver6ffentllchung. die geelgnet ist, einen PrioritStsanspruch zwelfelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das VeFoffentlichungsdalum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlk:hung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben Ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Ver5ffentlichung. die stch auf eine mundiiche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere iviaOnahmen bezieht 

•P* VerOffentllchung, die vor dem intemationaien Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum ver6ffentlicht v/orden ist 



'T' Spatere Veroffentllchung, die nach dem intemationaien Anmekiedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nfcht koHkliert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeltegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegel>en ist 

'X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentltohung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer TStigkelt beruhend betrachtet werden 

•Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Taligkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentltohungen dieser Kaleaorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fOr einen Facnmann naheliegend 1st 
Veraffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie fet 



Datum des Abschtusses der intematk)nalen Recherche 



24. November 2000 



Absendedatum des intemattonalen Recherchenberichts 



13/12/2000 



Name und Postanschrift der Intemattonalen Recherche nbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevoDmachtigter Bediensteter 



van de Kamp, M 
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INTERNATIONAL 



CHERCHENBERICHT 



I^^Hationales Aktenzeichen 

I PCT/DE 00/01950 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorie' Bezeichnung der Veroffenttichung. sowett erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspmch Nr. 



wo 99 02659 A (STEMPFER 6UENTHER 
;BIOCHEMIE GMBH (AT); SCHOERGENOORFER KURT 
(AT);) 21. Januar 1999 (1999-01-21) 
Seite 6. Zeile 7-10 
Anspriiche 1-3,5,6,10 

SCHNEIDER A ET AL: "Targeted alteration 

of the substrate specificity of peptide 

synthetases by rational module swapping" 

MOLECULAR AND GENERAL GENETICS. 

Bd. 257, Nr. 3, Februar 1998 (1998-02), 

Seiten 308-318, XP002141778 

Zusammenfassung 

SCHAUWECKER F ET AL. : "Molecular cloning 
of the actinomycin synthetase gene cluster 
from Streptomyces chrysomallus and 
functional heterologous expression of the 
gene encoding actinomycin synthetase 11" 
JOURNAL OF BACTERIOLOGY,. 
Bd. 180, Nr. 9, Mai 1998 (1998-05), Seiten 
2468-2474, XP002153252 
Zusammenfassung; Abbildung 1 

KELLER U: "Actinomycin synthetases. 
Multifunctional enzymes responsible for 
the synthesis of the peptide chains of 
actinomycin. " 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Bd. 262, Nr. 12, 

25. April 1987 (1987-04-25), Seiten 
5852-5856, XP002153253 
Zusammenfassung 

BURMESTER J ET AL: "Highly conserved N- 
methyl transferases as an integral part of 
peptide synthetases." 
BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY 
INTERNATIONAL, 

Bd. 37, Nr. 2, Oktober 1995 (1995-10), 
Seiten 201-207, XP000965322 
Zusammenfassung 

BILLICH A ET AL.: "Formation of 
N-methylated peptide bonds in peptides and 
peptidols" 

BIOCHEM. PEPT. ANTIBIOT. (EDITOR(S): 
KLEINKAUF H; VON DOEHREN H.) PUBL: DE 
GRUYTER, BERLIN, FED. REP. GER. , 
1990, Seiten 57-59, XP000965466 
das ganze Dokument 

-/- 
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1-4 



1-4 



1-10 



1-10 
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INTERNATIONAL 



ECHERCHENBERICHT 



j^^Hiationales Aktenzefchen 

[pCT/DE 00/01950 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezerchnung der VerOffentDchung. sowett erfordeilich unter Angabe <Jer in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspmch Nr. 



"Modular peptide 
in nonribosomal 



P.X 



MARAHIEL M A ET AL: 
synthetases involved 
peptide synthesis" 
CHEMICAL REVIEWS, 

Bd. 97; Nr. 7, November 1997 (1997-11), 

Seiten 2651-2673, XP002133489 

Seite 2668, Absatz V.B 

Seite 2669, Absatz VI -Seite 2671, Absatz 

VII 

SCHAUWECKER F ET AL. : "Construction and 
in vitro analysis of a new bi-modular 
polypeptide synthetase for synthesis of 
N-methylated acyl peptides" 
CHEMISTRY AND BIOLOGY, 

Bd. 7, Nr. 4, 20. Marz 2000 (2000-03-20), 
Seiten 287-297, XP000957461 
das ganze Dokument 
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INTERNATIONALEF^jCHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichunge^B^ur selben Patentfamille gehoren 



^Hiationales AHtenzeichen 

PCT/DE 00/01950 



Im Recherchenbericht 


Datum der 




Mitglied(er) der 




Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


Verfiffentlichung 




Patentfamilie 




Veroffentlichung 


EP 0789078 A 


13-08-1997 


IT 


MI951764 


A 


10-02-1997 




US 


5795738 


A 


18-08-1998 



EP 0637630 A 08-02-1995 IT 1264712 B 04-10-1996 

JP 7147978 A 13-06-1995 
US 5652116 A 29-07-1997 



EP 0578616 A 12-01-1994 AT 398434 B 27-12-1994 

AT 398578 B 27-12-1994 

AT 43793 A 15-04-1994 

JP 6225773 A 16-08-1994 

US 5827706 A 27-10-1998 

AT 140392 A 15-05-1994 



WO 9902659 A 21-01-1999 AU 8631198 A 08-02-1999 

EP 0994943 A 26-04-2000 



Formbtati PCT/IS/V210 (Anhang PatentfamiGe)(Juti 1992) 
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VJPOB EINOEGAHGEH 

(12) NAOi DEM VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE ZUSi iT DES 

PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTUCHTE INTE) Q 9, Apnl 2001 



(19) Weltoi^anisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 




fRIST; 



(43) Internationales Ver6ITentlichungsdatum (10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

21. Dezember 2000 (21.12.2000) PCT WO 00/77220 A3 



(51) Internationale Patentklassiflkatioo^: C12N 15/52, 
15/54, 15/62, 9/10, C12P 13/04, 21A)2 

(21) Internationales Aktenzcichen: PCr/DEOQ/01950 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

15, Juni 2000 (15.06.2000) 

(25) Einreichungssprache: Deutsch 

(26) VerdfTentlichungssprache: Deutsch 

(30) Angaben zur Prioriat: 

199 28 313.3 16. Juni 1999 (16.06.1999) DR 



(71) Anmelder und 

(72) Erfinder: KELLER, Ullrich [DE/DE]; Selbitzerstr. 16 c, 
D-14089 Berlin (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): SCHAUWECKER, 
Florian [DE/DE]; Herderstr. 35. D-12163 B^lin (DE). 

(74) Anwalt: NOBBE, Matthias; Viering, Jentschura & Part- 
ner, Essener Strasse 5, D-46047 Oberhausen (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA. BB, BG. BR, BY, CA, CH, CN. CR, CU, CZ, 
DE. DK, DM, DZ, EE, ES, H, GB, GD, GE, GH, GM, HR, 

[Fortsetzung auf der nOchsten Seite] 



(54) Tide: METHOD OF MODIFYING PEPTIDE SYNTHEIASES SUCH THAT THEY CAN N-METHYLATE THEIR SUB- 
STRATE AMINO ACIDS 

B (54) Bczcichnung: VERFAHREN ZUR VERANDERUNG VON PEFTIDSYNTHETASEN IN DER WEISE. DASS SIE IHRE 
= SUBSTRATAMINOSAUREN N-METHYLIEREN KONNEN 



o 



Abbildung 1 : Modul einer PPS und Untertellung in funktionelle DomSnen 

MODULE OF A PPS AND SUBDMSiON INTO FUNCTIONAL DOMAINS 



A: Mmhual-Modul c 



rPPS 



Adenyfiefung 




Afclivtcniii8S<toin8nf 



A MINIMAL MODULE OF A PPS 

1... CONDENSATION 

2..ADENYLATION . 

3..ACTIVATION DOMAIN 
B: MODULE WITH N-METHYL TRANSFERASE DOMAIN 

4...N-METHYL TRANSFERASE 



(57) Abstract: The invention relates 
to a method of modifying p^tide 
S3mthetases in such a manner that they 
can N-methylate their substrate amino 
acids. PPS are enzymes that synthesize 
peptides in a non>ribosomal manner. PPS 
have a modular set>up. Each module has 
an activation domain which recognizes 
and covalently binds to the respective 
substrate amino add. The p^tide 
synthesis catalyzed by PPS proceeds by 
the condensation of the covalently bound 
substrate amino acids. A minor number of 
the known activation domains is capable 
of also N-methylating the bound substrate 
amino acids. The inventive method allows 
conversion of the acdvadon domains 
without N*methyl transferase activity 
to activation domains with N-m^yl 
transferase activity while maintaining die 
original substrate specifici^. 



[Fortsema^ carf der nOchsten Seite] 



wo 00/77220 A3 liliililliiliilBlililiiililiillil 



HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR. 
LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX. MZ, 
NO, NZ, PL, PT, RO, RU. SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, 
TR. TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN. YU. ZA. ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional)i ARIPO-Patent (GH, 
GM. KE, LS, MW, MZ, SD, SL, S2:, TZ, UG, ZW), eura- 
sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 
europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, R, 
FR, GB. GR, IE, IT, LU, MC, NL, FT, SE), OAPI-Patent 
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN. GW, ML, MR, ME, 
SN, TD, TG). 



Verdffentlicht: 

— Mit intemationalem Reckerchenberichi. 



(88) VerOfrentlichungsdatum des internationaien 

Recherchenberlchts: 29. Maiz 2001 



Zur Erkldrwtg der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
AbkHrztmgen wird auf die Erkldnmgen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") €un Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT'Gazette verwiesen. 



(57) ZusammenfassaDg: Die Erfindimg betiifft die Verandening von P^tidsynthetasen (PPS) in der Weise, daS sie ihre Substrata- 
xninosaoren N-metiiylieren konnen. PPS sind Enzyme, die Peptide auf nidit-iibosomale Weise synthetisieren. Die PPS sind modular 
aufgeibaut Jedes Modul besitzt eine Aktivienmgsdomane, wekhe die jeweilige SubstrataminosSuie ericomt und kovalent bind^ Die 
von der PPS katalysierte P^tidsynthese eifolgt dann durcfa die Kond^ation der kovalent gebundenen SubstrataminosSuien. Eine 
geriBge Anzabl der bekaimten AkdvienmgsdomSnen ist in der Lage, die gebund^en SubstrataminosSuien auch zu N-methyliereiL 
Die liier beschiiebene &findung enndglicht die Umwandlung von Aktivierungsdomanen ohne N-Methyltransferase- Aktivit3t in Ak- 
tivieimgsolomSnen nu7 N-ile-thyltransferase-Aktivitat, wobei die ursprunglicbe SubstiatspezifitSt eiiialteo bleibt 



(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTUCHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
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(54) TWe: METHOD OF MODIFYING PEPTIDE SYNTHETASES SUCH THAT THEY CAN N-METHYLATE THEIR SUB- 
STRATE AMINO ACIDS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR VERANDERUNG VON PEPTEDSYNTHETASEN IN DER WEISE, DASS SIE IHRE 
SUBSIRATAMINOSAUREN N-METHYLIEREN KONNEN 
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Abbiidung 1 : Modul einer PPS und Unterteilung in funktionetta Domdnen 



A: Miznmat-Moduldnerm 



bb 




FIGURE 1: MODULE OF A PPS AND 
SUBDIVISION INTO FUNCTIONAL DOMAINS 
A MINIMAL MODULE OF A PPS 
aa...CONDENSATION 
bb..ADENYLATION 
CC.7KCTIVATION DOMAIN 

B: MODULE WTTH N-METHYL TRANSFERASE DOMAIN 
dd...N-METHYL TRANSFERASE 



(57) Abstract: The invention leiates to a method 
of modifying peptide synthetases in such a 
manner that they can N-metbylate their substrate 
amino acids. PPS are enzjrmes that synthesize 
peptides in a non-^bosomal manner. The p^tides 
synthesized by PPS (or the derivatives originating 
tfaoefrom) are often of pharmaceutical value. 
PPS have a modular set-iq>. Each module has 
an activation domain which recognizes and 
covalently binds to the respective substrate amino 
acid. The peptide synthesis catalyzed by PPS 
proceeds by the condensation of the covalently 
bound substrate amino acids. A minor number of 
the known activation domains is capable of also 
N-methylating the bound substrate amino acids. 
The inventive method allows conversion of the 
activation domains without N-metfayl transfoase 
activity to activation domains with N-metfayl 
transferase activity while maintaining the original 
substrate specificity. It is thus possible to provide 
for every specificity of a given PPS module a 
corresponding module derivative with additional 
N-metfayl transferase activiQr. These derivatives 
can be used to construct novel or modified PPS 
and the synthesized p^tide is then N-methylated 
at the desired peptide bonds. The inventive 
method facilitates the synthesis of novel peptides 
with potential novel pharmacological properties. 
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(57) Zasammenfassung: Die Mndung betrifft die Veranderung von Pepudsynthetasen (PPS) in der Weise, daB sie ihie Substra- 
taminosauren N-mediylieren konnen. PPS sind Enzyme, die Pq>tide auf nicfat-ribosomale Weise synthetisieien. Die von den PPS 
synthetisienen Peptide (oder die daraus hervoigehenden Derivate) sind oft von phannazeutischeni Inteiesse. Die PPS sind modular 
aufgebauL Jedes Modul besitzt eine Aktivieningsdomane, welche die jeweilige Substrataminosaure eikennt und kovalent bindet 
IMe von der PPS katalysierte P^tidsynAese eifolgt dann durch die Kondensation der kovalent gebundenen Substrataminosauren. 
Eine geiinge Anzahl der bekannten AktivierungsdomSnen ist in der Lage, die gebundenen Substrataminosauren auch zu N-methyHe- 
ren. Die hier beschriebene Erfindung ermoglicht die Umwandlung von Aktivierungsdomanen ohne N-M«hyltransferase-Aktivitat in 
Aktivienngsolomanen nu7 N-He^hyltransferase-Aktivitat, wobd die urspriingliche Substratspezifitat erbalten bleibt Fiir jede Spe- 
zifitat eines vortiandenen PPS-Moduls kann somit ein entsprechendes Modul-Derivat mit zusatzlicher N-Methyltransferase-Aktivitiit 
bereitgestellt werden. EHese Derivate konnen dann dazu genutzt werden, n«ie oder modifizierte PPS zu konstniieren, wodurcb das 
synthetisierte P^d dann an den gewiinschten P^tidbindungen N^m^yliot ist. Dies enndgticht die Synthese neuer Peptide mit 
mdglichen neuen pharmakologischen Eigenschaften. 
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V rfahr n zur Veranderung von Peptidsynthetasen in der Weise, da& sie 
ihr Substrataminosauren N-methyli r n konnen. 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verandemng von Peptidsynthetasen (PPS) in der Weise. dafi sie ihre 
Substrataminosauren N-methylieren kGnnen. Dies wird durch eine gezielte Modifikation oder 
Austausch der funktionellen Untereinheiten (Aktivlerungsdomanen) dieser Enzyme erreicht. 

Peptidsynthetasen (PPS) sind Enzyme, die Peptide auf nicht-ribosomale Weise synthetisieren. 
Die von den PPS synthetisierten Peptide (oder die daraus herv/orgehenden Derivate) sind oft von 
pharmazeutischem Interesse, wie beispielsweise die Penicilline. Vancomycin, Cephalosporin, 
Pristinamycin oder das Actinomycin D. Die PPS sind modular aufgebaut. Jedes Modul einer PPS 
erkennt, aktiviert und bindet jeweils eine Aminosaure. Einige PPS-Module akzeptieren auch 
ungewohnliche (nicht proteinogene) Aminosauren ais Substrate, wie beispielsweise die alpha- 
Aminoadipinsaure (in Penicillin) Oder das Phenylglycin (in Pristinamycin). Die von der PPS 
katalysterte Synthese eines Peptides erfolgt durch die enzymkatalysierte Kondensation der an 
den Modulen gebundenen Aminosauren. Diese Kondensation ist gerichtet, und zwar in der 
Weise. daS die am ersten Modul der PPS (bezogen auf den N-Temninus der PPS) gebundene 
Substrataminosaure den Anfang (N-Terminus) des synthetisierten Peptids bildet. Somit bestimmt 
die Anzahl und die Reihenfolge der Module innerhalb einer PPS die Lange und die Sequenz des 
synthetisierten Peptides (Kleinkauf H..von DOhren H. (1990) Eur. J. Biochem. 192:1-15). Dies ist 
von entscheidender Bedeutung, da bei einem Austausch bzw. dem Einfugen oder Deletieren von 
PPS-Modulen auf genetischem Wege die Struktur des danach gebildete Produkt vorhersagbar 
ist. 

Allen bekannten PPS-Modulen ist gemeinsam, daB sie sich aus mindestens drei funktionellen 
25 Domanen zusammensetzen (Abbildung 1A). Diese drei Domanen sind (1) die Adenylierungs- 
Domane, notwendig fur die Erkennung und Adenylierung der Substrataminosaure, und (2) die 
ACP-Domane, notwendig fur die kovalente Bindung der adenylierten Aminosaure in Form eines 
Thioesters und (3) die Kondensationsdomane. notwendig zur Kondensation aller an der PPS 
gebundenen Aminosduren zum synthetisierten Peptid (Stachelhaus et al. (1995) FEMS 
30 Microbiol. Lett. 125:3-14). Die Adenylierungs-Domane und ACP-Domane wenjen zusammen 
auch als Aktlvierungsdomane bezeichnet (Abbildung 1A). da sie zusammen die Erkennung und 
kovalente Bindung der Substrataminosaure in Form eines reaktiven Thioesters ermoglichen. 
Eine besondere Gruppe bilden jene Aktivierungsdomanen. die ihre Substrataminosauren nach 
der kovalenten Bindung auch N-methylieren konnen. Bei PPS mit solchen Aktivierungsdomanen 
35 enthait folglich das bei der nachfolgenden Kondensation entstehende Peptid auch N-methylierte 
Aminosauren. Die Zahl der zur Zeit bekannten bzw. klonierten Gene kodierend fOr 
Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Aktivitdt (11 Domanen) ist jedoch deutlich 
geringer als die Zahl der Aktivierungsdomanen ohne N-Methyltransferase-AktivitSt (uber 80 
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Domanen). Zudem zeigen viele der Aktivierungsdomanen mit N-Melhyltransferase-Aktlvitat eine 
vergleichbare Substrataktivitat, wie z.B. fur die Aminosaure Valin in den Modulen der 
Actlnomycin Synthetase II aus Streptotnyces chrysomallus (Schauwecker et a!. (1998) J. BacterioL 
180 : 2468-2474), der Cyclosporin Synthetase aus Tolypocladium niveum (Weber et al. (1994) 
5 Cur, Genet. 26:120-125) und der Enniatin Synthetase aus Fusarium scirpi (Haese et al, (1993) 
Mol. Microbiol. 7:905-914). 

Die hier beschriebene Erfmdung ist deshalb von Bedeutung, da sie auch die Umwandlung von 
Aktivierungsdomanen ohne N-Methyltransferase-AktivitMt in Aktivierungsdomanen mit N- 

10 Methyltransferase-Aktivitat beschreibt. wobei die urspriingliche Aminosaure-Substratspezifrtat 
erhalten bleibt. Fur jede Spezifitat eines vorhandenen PPS-Moduls kann somit ein 
entsprechendes Modul-Derivat mit zusatzlicher N-Methyltransferase-Aktivitat bereitgestellt 
werden. Oiese Derivate konnen dann dazu genutzt werden. neue Oder modifizierte PPS zu 
konstruieren, wodurch das von der PPS synthetisierte Peptid an den gewunschten 

15 Peptidbindungen N-methyiiert ist. Dies ermdglicht die Synthese neuer Peptide mit mdglichen, 
neuen pharmakologischen Eigenschaften. Viele der bereits bekannten pharmakologisch aktiven 
Peptide und Peptid-Derivate, wie beispielsweise das Cyclosporin, enthalten N-methylierte 
Aminosduren. Die durch die ErTindung erreichbare, selektive N-Methylierung einzelner 
Stickstoffatome in den Peptidbindungen von Polypeptiden, ist durch chemische Methoden kaum 

20 Oder nicht mdglich. 

Die ErTindung basieri darauf, da(^ alle Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Aktivitat 
eine zusatzliche Domane besitzen, welche zwischen der Adenylierungs-Domane und ACP- 
Domane lokalisiert ist (Abbildung 1 B). Diese zusMtzliche DomSne wird im Weiteren als N- 

25 Methyttransferase-Domdne bezeichnet und vermittelt die N-Methylierung der gebundenen 
Substrataminosdure. Die Erfindung beinhaltet Verfahren zur Umwandlung von 
Aktivierungsdomanen ohne N-Methyltransferase-Aktivitat in Aktivierungsdomanen mit . N- 
Methyttransferase-Aktivitat und deren Nutzung zur Neukonstruktion von PPS fur die Synthese 
von N-methylierten Aminosauren und Peptiden. Aktivierungsdomanen ohne N- 

30 Methyltransferase-Aktivitat einer PPS konnen prinzipiell durch zwei Wege in 
Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Aktivitat uberfuhrt werden: 

(1) Ein ganzes Modul Oder die ganze Aktivierungsdomane einer PPS wird ausgetauscht. 
Dieses Verfahren ist in Beispiel 2 beschrieben. 

(2) Eine N-Methyltransferase-Domane wird als funktionelie Einheit in eine 
35 Aktivierungsdomane inseriert. Die N-Methyltransferase-Domane kann beispielsweise direkt 

zwischen die Adenylierungs-Domane und ACP-Domane der umzuwandelnden 
Aktivierungsdomane inseriert werden (Abbildung 2 A). Zur Insertion konnen auch zwei dicht 
benachbarte Fusionsstellen genutzt werden. Hierbei wind der zwischen den Fusionsstellen 
liegende Bereich in der umzuwandelnden Aktivierungsdomane deletiert und durch 
40 entsprechende Bereiche ersetzt, die zusammen mit der N-Methyltransferase-Domane inseriert 
werden (Abbildung 2 B). Dieses Verfahren ist in Beispiel 3 beschrieben. Bei der Verwendung von 
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zwei Fusionsstellen kann die N-Methyltransferase-Domane auch als Block mit einer 
nachfolgenden ACP-Domane (Oder Teilen davon) hinter die Aktivlerungsdomane inseriert 
wertlen. wodurch es zu einem Austausch der ursprunglichen ACP-Domane durch die inseriefte 
ACP-Domane (bzw. Teilen davon) kommt (Abbildung 2C und 2D). Bel alien insertionen bleibt die 
5 Substratspezifrtat der umgewandelten AktivierungsdomSne aber erhalten. da die Adenyliemngs- 
Domane (Ertcennung und Adenylierung der Substrataminosaure) nicht verandert wird. 

Geeignete Insertionssteilen fur die Insertion der N-Methyltransferase-Domane in eine 
Aktivlerungsdomane werden durch den Ubergang zwischen Adenylierungs-Domane und ACP- 

10 Domane festgelegt. Diese ergeben sich aus dem Sequenzvergleich zwischen 
Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Domane und AktivierungsdomSnen ohne N- 
Methyltransferase-Domane (Abbildung 3). Die N-Methyltransferase-DomMnen liegen als 
Einschub etwa 45 Aminosauren hinter (C-terminal) der als „core motif 5" bekannten 
Konsensussequenz qvkirg{f/h/y)RIE(L/i)geie (Turgay et al. (1992) MoL Microbiol. 

15 6:529-546) der Adenylierungs-Domane und unmittelbar N-terminal zur Konsensussequenz 

{ Q/ E/ D ) ( I / V ) REx ( V/ L) xxxLPXYM ( V/ 1 ) P . 

Alle beschriebenen Methoden zur Umwandiungen einer Aktivierungsdomane ohne N- 
Methyltransferase-Aktivitat in eine Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat Oder 

20 deren Verwendung zur Konstruktion neuer PPS beinhalten eine gezielte Veranderung und 
Kombination der entsprechenden DNA-Abschnltte von Peptidsynthetase Genen. Hieizu wirti der 
DNA-Abschnitt, welcher fiir die N-Methyltransferase-Domane einer bellebigen 
Aktiviemngsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat kodlert, in das DNA-Segment. welches fur 
die umzuwandelnde Aktivierungsdomane kodiert, eingefugt. Dies mufi in einer Weise 

25 geschehen, da& sich nach der Insertion ein gemeinsamer Leserahmen bildet und die kodierte N- 
Methyltransferase-Domane integraler Bestandteil der kodierten Aktivierungsdomane wird. Hierfiir 
kann beispielsweise das DNA-Fragment aus einem Gen einer PPS, welches komplett oder 
teilweise fur die umzuwandelnde Aktivierungsdomane kodiert. in Plasmiden kloniert werden. Zur 
Klonierung und Modifikation von DNA konnen alle gangigen Methoden der Molekularbiologie 

30 venwendet werden, wie beispielsweise die Polymerase Kettenreaktion (PCR). Die Klonierungen 
und DNA-Manipulationen konnen in alien fiir diese Zwecke geeigneten Plasmiden und 
Organismen. wie beispielsweise pUC-Plasmiden und E.co//. erfolgen. Bei der Kloniemng und 
Modifikation der DNA kOnnen bereits vorhandene Oder beispielsweise durch PCR erzeugte 
Restriktionsschnittstellen genutzt werden. Solche Verfahren sind in Beispiel 1 beschrieben und 

35 beinhalten die Einfuhrung einer Restriktionsschnittstelle in die DNA des Gens der Actinomycin 
Synthetase 11. welche dann zum nachfolgenden Modulaustausch genutzt wird. 

Durch die Insertion eines fiir die N-Methyltransferase-Domane kodierenden DNA-Segments in 
das Gensegment einer PPS kdnnen neue PPS konstruiert werden. Die Expression eines neuen 
40 PPS-Gens kann in Plasmiden erfolgen und zur Synthese neuer Produkte fiihren. Dies ist in 
Beispiel 4 beschrieben und beinhaltet die Expression eines rekombinanten PPS-Gens nach der 
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Transformation ernes entsprechenden Plasmids in Strepiomyces lividans und den Nachweis der 
katalytischen Aktivitat der von dem PPS-Gen kodierten PPS. Auch kdnnen DNA-Segmente dazu 
genutzt werden. PPS-Gene in das Genom von Organismen einzufuhren Oder bereits im Genom 
vorhandene PPS-Gene zu verandern, wie beispielsweise gezeigt beinn Gen der Surfactin 
Synthetase in Bacillus subtilis (Stachelhaus et al. (1995) Science 269(5220):69-72). 
Entsprechend kdnnen daher auch Module mit N-Methyltransferase-Aktivftat in genomische PPS- 
Gene eingebracht werden und zur Bildung neuer. N-nnethylierter Peptide fuhren. 

Beispiele 

Inn Folgenden wird das Verfahren gemaB der vorliegenden Erfindung anhand von Beispielen 
naher beschrieben. 

Die bei der Durchfuhrung der Beispiele verwendeten Plasmide (pSP72. pBlueScript, plJ702, 
pSPIJ004 und pACM5) sind in Abbildung 4 schematisch gezeigt und in Tabelle 1 naher ertautert. 

Die DNA-Sequenzen der bei der PGR verwendeten Oliaonukleotlde sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. 
Die in den Beispielen angegebenen Grofien der PCR-Fragnnente beziehen sich auf PCR- 
Fragmente. deren Enden mit den in den Beispielen genannten Restriktionsenzymen geschnitten 
wurden. Zusdtzliche Restriktionsschnlttstellen in den Oligonukleotiden wurden genutzt, um die 
PCR-Fragmente vor den in den Beispielen geschilderten Klonierungen zuerst in E.colh 
Standardplasmiden zu klonieren. 

Die DNA-Seouenz des Gens der Actinomvcin Synthetase II (ocmB) ist in der Datenbank 
„GenBank" unter dem Eintrag AF047717 abgelegt. Die DNA-Sequenz eines 3849 bp BamHl- 
Fragments aus dem Gen der Actinomvcin Synthetase III (acmC) ist den Beispielen nachfolgend 
beigefiigt. 

Beispiei 1 

Einftihren einer Restriktionsschnittsteile in das Gen der Actinomycin Synthetase n« um 
einen Austausch einer Aktivierungsdomane zu enmbgtichen. 

Die Actinomycin Synthetase H (ACMS II) aus Streptomyces chrysomallus besitzt zwei Module ohne 
N-Methyltransferase-Dom3ne, von denen Modul 1 die Aminosaure Threonin und Modul 2 die 
Aminosaure Valin aktiviert. Um die Aktivierungsdomane von Modul 2 austauschen zu kdnnen. 
wurde durch Mutagenese eine Eca/?r -Schnittstelle in das Gen der ACMS II (acmB) eingefOhrt. 
Diese £co/?l -Schnittstelle und eine bereits im Gen vorhandene C/o/-Schnittstelle ermdgllchen 
es, den fur die Aktivierungsdomane von Modul 2 kodierenden Bereich durch beiiebige Clal- 
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EcoRV'FragmenXe auszutauschen. Der Austausch beinhaltet zahlreiche Klonierungsschritte, 
weiche zunachst formal und nachfolgend detaiiliert beschrieben werden. 

1 . Formale Zusammenfassung der Klonierungsstrategie: 

5 Zur Erzeugung einer Eco/^F-Restriktionschnittstelle in das Gen der ACMS II (acmB) wurde das 
Plasmid pACMS genutzt (Abbildung 4; Schauwecker et aL (1998) J. BacterioL, 180:2468-2474). 
Das Pasmid pACMS (Abbildung 4) tragi das acmB-Gen hinter einem konstitutiven 
Streptomyceten Promotor (me/ P) und ist ein Derivat des Streptomyceten-Plasmids plJ702. 
Durch PCR-Mutagenese und entsprechende Klonierungen wurde eine £:co/? F-Schnittstelle in das 

10 acmB'Gen hinter den fur die Phosphopantethein-Bindungsstelle kodierenden Beretch (in Modul 2) 
an Basenpaar (bp) Position (Pos.) 6251 eingefCihrt: 

V R D V F E 

15 acmB wxldtyp (top 6244-6262) : 5'- gtccgggacgtcttcgag 

(bp Pos. 6251) 

V R D I F E 

20 acmB matagenisiert: (bp 6244-6262) : 5'- gtccgggatatettcgag 

EcoRV 
(bp Pos. 6251) 

25 

2. Detaillierte Beschreibung der einzelnen Klonierungsschritte: 

Zuerst wurde ein 4923 bp P^/Z-C/aZ-Fragment. welches den me/-Promotor und den grofiten Tell 
des 5'-gelegenen Bereichs der acmB umfaSt (bis zur C/a/-Schnittstelle an bp Pos. 4519 in acmB) 
aus pACMS isoliert und in das E.coH Plasmid pSP72 kloniert (A in Abbildung 5). Danach wurde 
30 ein Teil des direkt anschliefienden 3'-Bereiches der acmB (beginnend mit der C/a/-Schnittstelle 
an bp 4519) mit den Oligonukleotiden prim-fK und prim-B durch PGR amplifiziert (PCR-Fragment 

1 in Abbildung 5) und ais 1737 bp C/£r/-£co/?F-Fragment eingefugt (B in Abbildung 5). Die durch 
prim-B eingefuhrte £:co/?K-Schnittstelle entspricht bp Pos. 6251 in acmB. Die zusammengesetzten 
Fragmente wurden dann als komplettes Pstl-EcoRV-Frsgmeni Isoliert und in pBiueScript 

35 umkloniert (C in Abbildung 5). Hteraus kann dann der zusammengesetzte 5'-Bereich der acmB 
zur spMteren Kionierung als BamHI-EcoRV-Fragment isoliert werden. Der noch fehlende 3'- 
Bereich der acmB wurde mit den Oligonukleotiden pnm-C und prim-D amplifiziert (PCR-Fragment 

2 in Abbildung 5) und als 2583 bp Ecc?/?F-Bfl//////-Fragment in pSP72 kloniert (D in Abbildung 5). 
Das erhaltene Plasmid wurde mit Bgill und EcoRV geschnitten und der 5'-Bereich der acmB 

40 Osoliert als BamHI-EcoRV-FrBiQmexW wie oben beschrieben) eingesetzt. Dies ergibt Plasmid 
pACMOO-A (Abbildung 5), welches das vollstandig zusammengesetzte acmB Gen mit der an bp 
Pos. 6251 eingefuhrten £co/?I -Schnittstelle tragt. 
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Austausch einer vollstandigen Aktivierungsdomane hne N-Methyltransferase-Aktivitat 
durch eine Aktivierungsd mane mit N-Methyltransferas -Aktivitat in iner PPS, 

Der Austausch einer vollstandigen Aktiviemngsdomane wurde in der Actinomycin Synthetase n 
5 (ACMS II) aus Strepiomyces chrysomailus vorgenommen. Die Aktivierungsdomane von Modul 2 
wurde durch eine Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat ausgetauscht. Die zum 
Austausch verwendete Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivit3t stammt aus der 
Actinomycin Synthetase III (ACMS III) und ist ebenfalls spezifisch fur Valin. Der Austausch 
beinhaltet zahlreiche Klonierungsschritte, welche zunachst formal und nachfotgend detailliert 
10 beschrieben werden. 

1 . Fomiale Zusammenfassung der Klonierungsstrategie: 

Der Bereich zwischen einer in acmB liegenden C/a7-Schnittstelle an bp Pos. 4519 und einer an bp 
Pos. 6251 eingefuhrten Eco/?K.Schnittstelle (in Plasmid pACMOO-A aus Beispie! 1), welcher fur 

15 die zweite Aktivierungsdomane der ACMS II kodiert, wurde deletiert und durch ein mit PCR 
generiertes 2961 bp C7a/-£co^K-Fragment ersetzt, welches fur eine Aktivierungsdomane mit N- 
Methyltransferase-AktivitSt der ACMS III mit Spezifitdt fur Vaiin kodiert. Die Bereiche an den 
Fusionsstelien {Clal und EcoRV) kodieren fur in beiden PPS konservierte Regionen. welche N- 
temiinal und C-terminal zu den Aktivierungsdomanen lokaiisiert sind. Nach der Insertion des 

20 PCR-generierten C/a/-Eco/? K-Fragments in das modifizierte acmB Gen entsteht wieder ein 
durchgehender Leserahmen, welcher fur eine rekombinante ACMS II kodiert: 



lBod±£±zxerte SRZDVi:.T SVRDIFS 

25 ACMS II . . ageegte ateqatg tectcace tccqtee gLi gacqtec tteqag 

(in Plasmlci pACMOO-A) CUd EcoRV 

(bp Pos. 4591) (bp Pos. 6251) 



30 



Ak^vlerungsdomane 
aus der ACMS III 
(2961 lap PCR-Fragaent;) 



V L T G L R 

atcgatGTCCTCACC GGCCTGCG Cqratatc 

Ciai EcoRV 



35 



40 



reJconiblnante 
ACMS II 

(In PXasmxci pACMOO-B) 



S R I D V L T 
aqecg batcgatG TCCTCawcc . 
aal 

(bp Pos. 4591) 



G I. R D I F B 
. GGCCTGCG Cqatate tfcegag 
EcoRV 
(bp Pos. 7480) 



Das Gen der rekombinanten ACMS II (in Plasmid pACMOO-B, Abbiidung 7) wurde in 
45 Strepiomyces lividans transformiert und die enzymatische Aktivitat der eingefuhrten 
Aktiviemngsdomane nach der Expression des PPS-Gens wie in Beispiei 4 beschrieben 
nachgewiesen. 



2. Detaiilierte Beschreibung der einzelnen Klonierungsschritte: 
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Von einem 3849 bp BamHI-FragmenX aus dem Gen der ACMS III {acmC, die Sequenz ist 
beigefugt). welches fur eine Valin-Aktivierungsdomane mil N-Methyltransferase-Domane kodiert. 
wurde mit den Oligonukleotiden prim-E und prim-F dutch PGR ein 2967 bp C/a/-£co/? K-Fragment 
amplifiziert (PCR-Fragment 4 in Abbildung 6). Dieses aal-EcoRy-FragmenX wurde in das 

5 Plasmid pACMOO-A (aus Beispiel 1) kloniert und hierdurch das ursprOnglich in pACMOO-A 
vorhandene Clal-EcoRy-FragmenX ausgetauscht. Das erhaltene Plasmid wurde nnit BamHJ und 
HmdIIJ geschnitten und der Streptomyceten-Anteil aus Plasmid pSPIJ004 (Abbildung 4) als 
5130 bp Bgill'Hindlll-Fragment eingesetzt. Hierdurch entsteht das Plasmid pACMOO-B 
(Abbildung 7), welches sowohl in E.coli als auch in Streptomyceten transformiert und 

10 selektioniert werden kann. 



Beispiel 3 

15 Umwandlung einer Aktivierungsdomane ohne N-Methyltransferase-Aktivitat in eine 
Aktivierungsdomane mit N-Methyitransferase-Aktivitat und Etnbringen dieser 
umgewandeiten Aktivierungsdomane in eine PPS. 

In die Valin-Aktiviemngsdomane aus Modul 2 der ACMS II wurde zwischen die Adenyliemngs- 
20 Domane und die ACP-Domane eine zusatzliche N-Methyltransferase-Domane inseriert. 
Hiertlurch wird die Aktivierungsdomane der ACMS II mit einer zusatzlichen N-Methyltransferase- 
Aktivitat versehen. Die eingesetzte N-Methyltransferase-Domane stammt aus Modul 3 der 
ACMS III. Der Austausch beinhaltet zahlreiche Klonierungsschritte, welche zunachst formal und 
nachfolgend detailliert beschrieben werden. 

25 

1 . Formaie Zusammenfassung der Klonierungsstrategie: 

Zur geplanten Insertion der N-Methyltransferase-Domane wurden zuerst zwei SnaBI- 
Schnittstellen im Gen der acmB an bp Pos. 5899 und bp Pos. 5932 durch PCR-Mutagenese 
eingefuhrt. AnschlieBend wurde der zwischen den beiden .SWa^ASchnittstellen liegende Bereich 

30 von 33 bp deletiert und durch ein 1263 bp EcoRV-EcoRV-Fragment, welches fQr die oben 
genannte N-MethyltransferasedomMne der ACMS III kodiert, ersetzt. Die Ligation der SnaBI- 
Enden mit den EcoRV-Enden fiihrt zur Bildung einer mit diesen beiden Restriktionsenzymen nicht 
mehr spaltbaren DNA-Sequenz an den Fusionsstellen. Nach der Insertion des PCR-generierten 
EcoRP'-EcoRy-Fragments entsteht bei einer der beiden moglichen Orientierungen wieder ein 

35 durchgehender Leserahmen. welcher fiir eine rekombinante ACMS II kodiert: 



RLVAYVVADGGTAPDGLREAI- 
40 ACMS IT . . cace^cqUcqc ctacgtcc Ttcacagacqgcqgaacggeeccgga egg^ctg cgcgaggcectc 

(bp Pos. 5899) (top Pos. 5932) 

45 modifizierte RI-VAY VREAL 

ACMS II . . eaeetegfceqc ct:actTt;>a ql:cgcqqacggcqgaacqgeceegga ctacgt:a cgegaggcecte 

SnaBI SnaBI 
iXSp Pas. 5699) (bp Pos. 5932) 
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N-Methylierungs-Domane 
aus der ACMS III 
(1263 bp PCR-Fragnent:) 



EeoRl' 



I V A D 
gatATC GTCGCGQAC 



L I* T D 
CTGCTCAC CGATatc 
EeoRy 



10 



rek oitihinan te 
ACMS II 

(In Plasmld pACMOO-C) 



RLVAYIVAD 
egcctegt:eg'cc tacATCG TOGOGGAC 



LZ.TDVREAI. 
CTGCTCAC CGATcyta cgcgaggcectec . . 



(lap Pos. 5899) 



(bp Pos. 7156) 



V 



15 

Das Gen der rekombinanten ACMS II (in Piasmid pACMOO-C. Abbildung 7) wurde in 
Streptomyces lividans transfomiiert und die neu eingefuhrte N-Methyltransferase-AlctivitMt der 
rekombinanten PPS wie in Beispiel 4 beschrieben nachgewiesen. 

20 2. Detailllerte Beschreibung der einzeinen Klonierungsschritte: 

Zur Einfuhrung der .ShaBZ-Schnittstellen wurden der Berelch des acm^-Gens von bp Pos. 4591 
bis 5899 mit den Oligonukleotiden pnm-G und prim-H (PCR-Fragment 1 in Abbildung 6) sowie 
der Berelch von bp Pos. 5932 bis 6251 mit den Oligonukleotiden prim-l und prim-J (PCR- 
Fragment 2 In Abbildung 6) durch PCR amplifiziert. Danach wurde zuerst das PCR-Fragment 2 

25 als 330 bp Hindlll-EcoRV'Frsgment in pBlueScript kloniert und dann das PCR-Fragment 1 als 
1386 bp Clal'SnaBJ'Fragmeni eingesetzt. Hierdurch entsteht ein DNA-Fragment, welches fur die 
fast vollstandige AktivierungsdomSine von Modul 2 der ACMS II kodiert und in welches eine 
S/ia^/-Schnittstelie eingefOhrt wurde (A in Abbildung 6). In diese .SWa^Z-Schnittsteile wurde 
anschlie&end ein 1263 bp EcoRP-EcoRP-FragmenX eingesetzt. welches von einem 3849 BamHI- 

30 Fragment aus dem Gen der ACMS III (acmC, die Sequenz ist beigefugt) durch PCR mit den 
Oligonukleotiden prim-K und prim-L amplifiziert wurde (PCR-Fragment 3 in Abbildung 6). Die 
Orientierung des inserierten EcoRV-EcoRV-FvagmenXs, welches fur die N-Methyttransferase- 
Domane der ACMS III kodiert, wurde mittels DNA-Sequenzierung uberpriift. Durch die Fusion 
der£co;?r'-Enden mit den .Sna5/-Enden konnte die zusammengesetzte Aktivlerungsdomane dann 

35 komplett als 2961 bp C/^j/-£c£>/?F-Fragment isoliert werden und wurde in das Piasmid pACMOO-A 
(aus Beispiel 1) kloniert und hierdurch das ursprunglich in pACMOO-A vorhandene Clal-EcoRV- 
Fragment ausgetauscht. Das erhaltene Piasmid wurde mit BamHI und H'mdlll geschnitten und 
der Streptomyceten-Anteil aus Piasmid pSPIJ004 (Abbildung 4) als 5130 bp BgllJ-Hindlll- 
Fragment eingesetzt. Hierdurch entsteht das Piasmid pACMOO-C (Abbildung 7). welches sowohl 

40 in Kcoli als auch in Streptomyceten transformiert und selektioniert werden kann. 

Beispiel 4 

45 Expression rekombinanter PPS mit eingefuhrter N-Methyltransferase-Domane und in vitro 
Testung ihrer N-Methyltransferase-Aktivitat. 

Zur Expression der in den Beispielen 2 und 3 konstrulerten PPS-Gene wurden die dort 
beschriebenen Plasmide pACMOO-B und pACMOO-C (Abbildung 7) in Streptomyces lividans 
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(Stamm TK64) transformiert. Die Transformation sowie die mikrobielle Kultivierung von 
Streptomyceten erfolgte nach Standardprotokollen (Hopwood et al. (1985) Genetic manipulation 
of Streptomyces. A laboratory manual. The John Innes Foundation, NonArich, England). Die 
Reinigung der plasmldkodierten PPS aus den Transfomianten erfolgte jeweils aus 1 Liter YEME 

5 Kulturmedium nach dem Erreichen der stationaren Wachstumsphase (3 Tage Wachstum). Die 
Reinigung der PPS auf einen fur die Analyse notwendigen Reinheitsgrad beruht im wesentlichen 
auf einem bereits detailliert beschrieben Protokoll (Schauwecker et aL (1998) J. BacterioL 
180:2468-2474) und wird deshalb im Folgenden nur schematisch eriautert: Zur Freisetzung von 
Proteinen wurden die Zellen mechanisch aufgebrochen (French-Press). Die ebenfalls 

10 freigesetzte genomische DNA wurde durch eine Inkubation mil DNAse I gespalten um eine 
dunnflussige Suspension zu erhalten. Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation entfemt und 
Proteine anschlieGend durch Zugabe von Ammoniumsulfat bis zum Eireichen einer 
Endkonzentration von 55% gefMllt. Die gefailten Proteine wurden durch eine 
AusschluS(^romatographie (SMulenmatrix: Ultrogel-AcA-34 von Biosepra) nach Grd&e 

15 aufgetrennt. Proteinfraktionen mit Proteinen einer GrORe von mehr als 200 kDa wurden vereinigt 
und welter uber einen Anionenaustauscher (Saulenmatrix: Q-Sepharose FF von Pharmacia) 
aufgereinlgt. Die an den Anionenaustauscher gebundenen Proteine wunJen durch kontinuierliche 
Zugabe von NaCI vom Anionenaustauscher freigesetzt. Die in den Beispielen 2 und 3 
konstruierten PPS eluierten in einem Bereich zwischen 150 bis 250 mM NaCI. Die nach diesem 

20 Protokoll partiell gereinigten PPS kdnnen dann beispielsweise nach folgenden Vorschriflen 
welter analysiert werden: 

Beispielvorschrift zum in vitro Nachweis der spezifischen Erkennung und Bindung von 
AminosSuren an eine PPS: 

25 

100 angereinigte PPS werden mit mit 3 ^1 ^"^C-markierter Substrataminosaure (100 ^Ci/ml), 2 
^iJ MgCl2(1 M) und 15 ^1 ATP (0.1 M) gemischt und fur 30 min bei 30"C inkubiert. Die PPS wird 
durch Zugabe von 2 ml 7% Trichloressigsaure (TCA) gefallt, mit 10 ml 5% TCA gewaschen und 
die am Enzym gebundene Menge der Substrataminosaure durch Messen der Radioaktivitat 
30 bestimmt. 

Beispielvorschrift zum in vitro Nachweis der durch eine PPS katalysierte N-Methylierung von 
AminosSuren : 

35 Zum Nachweis der N-Methylierungs-Aktivitat wird die PPS wie oben beschrieben mit ^''C- 
markierter Substrataminosaure inkubiert, dem Ansatz aber noch zusatzllch 3 ^il 0,1 M S- 
Adenosyl-Methionin (SAM) als Donor fur die auf die Aminosaure iibertragene Methylgruppe 
zugesetzt. Nach der TCA-Fallung wird die PPS mit 4 ml 5% TCA (zwei Portionen) und danach 
mit 2 ml Ethanol gewaschen und bei 37*C getrocknet. Durch Zugabe von 300 ^\ 

40 Perameisensaure und einer Inkubation fur 6 Stunden bei 20 ""G wird die als Thioester gebundene 
Substrataminosaure freigesetzt. Der Ansatz wird anschlieHend im Vakuum bis zur Trockene 
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etngeengt. Die Aminosaure wird durch Zugabe von 40 ul Ameisensaure geldst und die 
Umwandlung in die N-methylierte Form belspieisweise durch chromatographische Methoden 
nachgewiesen. Fur die Umwandlung von Valin in N-Methyl-Valin kann beispielsweis 
folgendemiaaen verfahren werden: 20 p.! von der PPS freigesetzten (^''C-markierte) Aminosaure 
5 wird parallel mit 5 \x\ der entsprechenden Referenzen (0,1 M Valin und 0.5 M N-Methyl-Valin) auf 
einer Kieselgei 60 DC-Folie (Merck) mit dem Laufmittel n-Butanol:Essigsaure:H20 (Volumen 
80:20:20) chromatographiert. Die Aminosauren werden durch eine Ninhydrinreaktion, und einem 
Autoradiogramm fur die ^^C-markierte Substrataminosaure, sichtbar gemacht. 

10 Beispielvorschrift zum in vitro Nachweis der durch eine PPS katalysierten Bildung von Peptiden: 

Grundsatzlich kann ein Peptid durch saure Hydrolyse und anschlieSendem Nachweis der 
einzelnen Aminosaurekomponenten auf einfachem Wege analysiert werden. Dies triffl 
besonders auf Peptide zu, welche durch PPS gebildet werden, da die Aminosauresequenz des 

15 synthetislerten Peptids durch die Anordnung der Module berelts bekannt ist. Durch den Einsatz 
von ^^C-markierten Aminosauren kann die Analyse des in vitro gebildeten Peptids beispielsweise 
wie folgt durchgefuhrt werden: 100 ^1 angereinigte PPS wird mit alien Substrataminosauren der 
PPS Oeweils 2 mM). SAM (2 mM). ATP (10 mM) und MgCb (20 mM) in einem Gesamtvolumen 
von 150 ^1 fur 25 min bei ao^'C inkubiert. Gegebenenfalls konnen der Inkubatlon auch weitere 

20 Enzyme, welche mit der zu testenden PPS zusammenarbeiten. zugesetzt werden (Pfennig et al. 
(1999) JBC 274: 12508-12515). Es werden mehrere Inkubationen parallel angesetzt, wobei sich 
die Zahl der Ansatze nach der Anzahl der Module in der PPS richtet und in jedem Ansatz die 
dem Modul entsprechende Aminosaure ^'^C-markiert eingesetzt wird. Aus jedem Ansatz wird die 
PPS wie oben beschrieben mit TCA gefallt, das Syntheseprodukt mit Performsaure abgespalten 

25 und das gebildete Peptid nach dem Einengen in Ethanol:Wasser (Volumen 1:1) geldst und durch 
chromatographische Methoden nachgewiesen. Zum Nachweis der Threonyl-N-methyl-Valin 
Peptldverkniipfung durch die in Beispiel 2 und 3 konstruierte PPS kann beispielsweise 
folgendenmal^en verfahren werden: 20 ^1 des von der PPS freigesetzten Peptids aus jedem 
Ansatz (ein Ansatz mit ^"^C-markiertem Threonin und ein Ansatz mit ^^C-markiertem Valin) 

30 werden auf einer Kieselgei 60 DC-Folie (Merk) mit dem Laufmittel n-Butanol:Eisessig:H20 
(Volumen 80:20:20) chromatographiert. Die bei beiden Ansatzen entstehenden Produkte mit 
identischem Rf-Wert werden durch Extraktion mit EthanohWasser (Volumen 1:1) isoliert, im 
Vakuum eingeengt und die Aminosaren durch saure Hydrolyse (6 N HCI, 110'C, 20h) aus den 
Peptiden freigesetzt. Die Identifikation der freigesetzten ^^C-markierten Aminosauren erfolgt 

35 durch emeute Chromatographie auf DC-60 Platten mit dem gleichen Laufmittel. Hierdurch 
konnen die Komponenten Threonin und N-Methyl-Valin im gebildeten Peptid nachgewiesen 
werden. Besteht femer die Mdglichkeit, ein Referenz-Peptid auf chemischen Weg zu 
synthetisieren. kann dieses direkt mit dem enzymatisch gebildeten und ^"^C-markierten Peptid 
vergiichen werden, beispielswseise durch HPLC mit einer zur Trennung von Peptiden geeigneten 

40 Saule wie der SuperPac Pep-5 - Saule von Pharmacia. 
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Tab lien und Abbiidungen 



Tabelle 1 

Verwendete Ausgangsplasmide zur Durchfiihrung der Beispiele 





Lfteraturzitat 




Beschreibtaig 


pSP72 


Promega 


Amp 


Kommerzieller Klonierungsvektor fiir E.coii. 


pBlueScript 


Stratagene 


Amp 


Kommerzieller Klonierungsvektor fiir £.co// 


plJ702 


Katz et at. 
n983) J. Gen. 
Microbiol. 
129 : 2703-2714 


Tsr 


Weit verbrelteter Klonierungsvektor fiir 
Streptomyceten. Er tragt die Melanin (mel) 
Gene melCI und me/C2 unter Kontrolle ihres 
Promoters (mel P). 


PSPIJ004 


Eigenentwicklung 


Amp 
Tsr 


Das Plasmid ist eine Kombination aus pSP72 
und plJ702 und ist sowohl in Kcoii als auch in 
Streptomyceten repiizierbar. Hierzu wurde das 
PstJ-BgilJ'FragmenX aus plJ702 In den Polylinker 
von pSP72 kloniert. 


pACMS 


Schauwecker et al. 
(1998) J. Bacteriot. 
180 : 2468-2474 


Tsr 


Das Plasmid ist ein plJ702-Derivat und tragt das 
Gen der Actinomycin Synthetase II (acmB) 
unter Kontrolle des meAPromotors. 



AbkQrzungen: Tsr = Thiostrepton; Amp = Ampicillin; 
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Tabell 2 

Bei den Beispielen verwendete PCR-Oligonukleotide 



Oiigonukleotid 


DNA'Seqoera und - RestrikfionsschnittsteJten . - : . ^ 


prim- A 


5'- gccggaattccgtatcgatgtcctcaccccggaggaga 
EcoRI ClaJ 


prim - B 


5'- tgcggaatccgaagatatcccggacggagaaaccgat 
EcoRJ EcoRV 


prim - C 


5- tctccgtccgggatatcttcgagcagcgcacg 
EcoRV 


prim - D 


5'- atggcctgagttgctggatcctggcgatcccga 

BamHI 


prim - E 


5'- ctcagccgcatcgatgtcctca 
Cial 


prim - F 


5'- cgcctcgaagatatcgcgcaggccca 


prim - G 


5'- gcaggaattcagccgtatcgatgtcctca 
EcoRI Cial 


prim - H 


5'- ttccggaattcgcgactacgtaggcgacga 
EcoRI SnaBI 


prim - i 


5'- cggccaagctttacgtacqcgaqaccctcccrqcqqcqcct 
Hindlll SnaBI 


p/7/n- J 


5'- tgcggaattcgaagatatcccggacggagaaaccqat 
EcoRI EcoRV 
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Nukieotidsequ nz d s bei der Durchfuhrung der B ispi I 
V rwend ten BamHI-Fragm nts aus dem acmC - Gen 



NuMeoddsequenz: 



GCTCGAX^jCC 
GGAGGAGAGG 
CTCGTTGGCG 
CAGCGAOGGC 
OCAGCTCACC 



GGATCCACCT 
TCCTCACCCX: 
TGOCCGACGC 
COGCCCTGCT 
ACCTCGCXXA 
TCGAftCGCTC 
ACATCCCCCT 
GGACCAAACT 
ACCCCGCCGA 
CCGACGACGC 
TCGCCACCCA 
ACCOCCGCGT 
TC C CCCTCCT 
CCTACCACC6 
TCAAOCTCCT 
GC6G06M3GC 
CCGTGGTOSA. 
C CRiuTlX^TjrA 
CCTACGrTGCT 
TCGCTGGCAG 
TC6TC6CCAA. 
6CTGGAACCC 
GCGGCTTCCG 
CCCAGGCCGC 
TCGTCGCGGA 
GGCAGGACCT 
CC6GCT6GAA 
GCGAC6CCAC 
TCGGGACGGG 
ACCTCTCGCC 
CCOG6CGGGT 
ACTTCGACAC 
CCCAGGTCAT 
ACATCCGCAA 
AGGACCCGGC 
AGGAACTCCT 
CCGGCGTCGA 
ACGACACCAC 
TGGOCT66CC 
GGCTGCGC6T 
CCCTGGA6TC 
CGGACCTOGA GGCACTCGAC 
66TCC6CCCIW CCGCOCCSA C 
GGTCGGTA06 
CACCAAOOOC 
CGGC6CCCAA 
GCTCACCGCC 
GGACACCGGC 
G6T6CTCGGC 
GCTGCTCGCC 
6CGCAGCCTC 
CCC6GACGGC 
GTTCT6CATC 
CX5GCCCGGA6 
GOOGGAGJU3C 
GCACGGCCCC 
CGCGGAGTTC 
GAACT6GGA6 
GTACCACGTC 
CGCCAGGGCC 
CCGGCTCACC 
GCCCGGCCCG 
GGTCACCGCC 
CGGCGAGCAC 



CGACAGCCGC 
CCTCATCACC 
CACCCCCCAC 
CGCCTACATC 
CCGCAACATC 
CCTCCTCCAC 
CAACGGCAAC 
CGTCATCACC 
CACCGAGCAG 
06TCTCCGGC 
CGGCTAOGGC 
CACCGGCTOC 
CGACGACAGC 
CGGCCTCGCC 
CCCGTACGCC 
CGACGACCAC 
CATCGAACCC 
CGTCCACCTC 
CACCTCGGCG 
CTACGACTCC 
CAGCAGCTAC 
CGTGGAACGC 
CCTGCTGCTC 
CAC06TGATC 
CACOCTGOG6 
CGTC6TGCTC 
CGAGGAGGCG 
CCC6CGGCT6 
CGACACCGCC 
GGTCGACCCG 
CCTGCGGCTC 
GCTCCACAAG 
GCACSGACGCX: 
CACCG6CGC6 



AACCGCA C GA 
GAGCTGTTCG 
6CCACGCTCA 
ACCCG6GGCA 
6TCACCACC6 
TACCCCGCCG 
GACCACACCA 
GACGGCGAAG 
ATGTACACCA 
ACCGCCCTCG 
TCCCCCACCG 
ACCGTCGTCC 
GACCAGCAGA 
AGCCCGGAGA 
GCCACOGTCA 



COGCCTTCAC 
GCGMVCACGC 
ACCGCCTGCC 
C6GASCACGC 
TGTTC6CGGA 
GCGGGCACTC 
AACT6GGCCT 
ACCTCGACGA 
GGCC G OC G CT 
TCAAGCACCT 
OGGAGCOGCG 
GC6T6GAGOC 
ATGCOCTGGC 
ATGTGATCOC 
TGAT6CTGCT 
AGCTGACCTT 
TGGAGGAGGA 
TCGACTACCA 
AGGACCCGCC 
ACGTGGTGCC 
GCCGGATOC 



CTCCAGCC^S 
CGCGGCTACC 
GCACCCGGAS 
CTCGAGTACG 
GGCGAGATCG 
AACCGGGACC 
CCGAGCAGCG 
CTCTACGCGG 
GAC6GCC6GC 
ATCCGC6GCC 
G06AAGCT00 
GAGGCGCTCT 
GOOGGTGCC6 
AACTCCGTGG 
CTGCGGCTGC 
CTGCGCACCT 
GCC6TGCGGC 
GAGTACTTCA 
AAGTGCGGCG 
GCCGGAATCA 
GAGGCACTCG 
CCCAACTCCC 
COGGCCGGGC 
CGCCTC6G6G 
ACCGTCGACC 
TACGCCOCG6 
6TC6GGAGCC 
CTGCCCGACT 
AACGGCAAGC 
CGCGCCCCCA 
CGGCCGCTCG 
ACCCGGCT6A 
TTCGAGGCGC 
TCXTTACGAGG 
CAOCCCGGTG 
TACCCGCTGT 
ATCGAGGAGA 
TACCACCTGG 
CAGC6GCGCG 
66GCTCACOC 
GGCCTGGTCG 
CGCGAGATCC 
ACGATCACCG 
ATCGACGGCG 
GATGCCTGGC 
GG C TCCATGC 



AACCCGAGCA 
TCGTOGAGGT 
AACAACAGGT 
GCTACTCCGA 



ACCGCTACCG 
CCGACCTCGA 
ACCCCGGCAA 
GCGGCTCCAC 
CCCTCGACCC 
CCTTCGACGC 
TCGCCCCCAC 
TCACCG C CCT 
GCTTCACCCG 
CCO G GCnTCA 
OCACCACCI,"!' 
CCATCGGCCG 
TCGCCCCCGG 
TGGACCGCCC 
AACGGATGTA 
CCGGCCGCGC 
AGAACGTCCT 
AGCCCGGCAA 
ATGT6GACCA 
CCCCCACGGC 
CGATCCCCCr 
TCAACCCGCG 
CCOCCGAgTG 
CCCGGCACGT 
CGCACGAGCA 
TCCA6TACTT 
TGGCCCCCGG 
TCACCACCGC 
GCGCCGTCGA 
CC6CGCTCAC 
CCGCCCACAA 
CCGCGCTCCC 
CCCGGCACGT 
GGATAGCCGC 



AGGACCACGG 
TCACCTTCGT 

GGGGCACCGC 
ACATGCGGCC 
TCGACCGGGC 
GGACGCCGCA 
TCGGTGTGGA 
TCGCCCGGCT 
CGACGCCGGG 
TGGTGCTGCC 
GCGGCATCAS 
AOGGCATCCA 
TGGCGGTGGA 
CCGGCTGGTC 
GCGIWSCCGGT 
A CGACGA C GT 
ACGACGGCAG 
TGCGCCGCCA 
AGATCTCGGC 
ACCTGCTGCT 
GGCCGTAC6T 
TGACCCGGCC 



GCCCCTCAGC 
CAACOGGACC 
GACCCTO^CA 
GCTCAACACG 
CGMX3CCGTC 
CGCCAAGACC 
CCTCGTCCTC 
CACCACCACA 
CCCGAACCAC 
CGGCCGCCCC 
CCGCTTCGAC 
CTCCACCTAC 
CGGCGACCTC 
CTGGCTGACC 
GGTCCGGCAG 
GCAGGCAT6C 
CGCCACCCAC 
CCCCATGGCC 
CGTCACCGGC 
CGCCCTCACC 
CCGCACCGGC 
CGACCACCAG 
CACCGACCAT 
CCCCCGGCTC 
GCAGCACCAG 
CGAGTTCGGC 
CGACCAGATG 
CCGGGTGCTG 
CGAG6AGTAC 
CGACGCC6AC 
CGAG6GGCTG 

CGGCGCCGTG 
CGTCCAQACC 
GCAGAGCCTG 
CCACCGCCTC 
CGAGTTGACC 
GCTGTCCGAG 
GGCCGAGGCC 
CGACCTCGCG 
GCCCTAOGCC 
GTACTGGACG 



CGACCCGGCG 
CGC6CTGCTC 
CGCCGCAATC 
CGCCCTCCCG 
GGAGCASGTG 
CCAGGACTTC 
GCGCGCCGCC 
CGGGATCGCC 
GCTGCGCGCC 
CTGGTCGTAC 
GGCGCGCAGC 
CTAC6CCGAC 
6TTCGGCGGG 
GGCGCTGGTC 
COCGG C CCCC 
CCACCGCAAC 
GGGC;U»TGTG 
CAACAACACC 
GATCGCCGCC 
CTGCGGCGCG 
CGGCACCCTG 



CGCATCGACG 
GAACTGCCGC 
CCCGACGOCC 

GCCGTCCTCC 
GGCGCGACCT 

ACCCAGTTCA 
ACCACCCACC 
AAGGGCGTCA 
CCCACCGCCC 
6AGATCTGGG 
GACGTCCACA 
AGCTGGGTCT 
ATCTGGACOG 
CCCGACACCA 
CACCCCGTCC 
ACCATGCACA 
GAGCTCTACC 
GCCGAACGCT 
GACCTGGCAC 
GTCAAGGTCC 
CCCGCCGTCG 
GTCGCGTACG 
ATCGGCGAGT 
GAGGACTTCT 
CG6GAGTGGC 
GAGATCG6CG 
TGGGGCACGG 
CCGGAGCTGG 
CCCGTCGGCC 
GACTACCTCG 
TTCATCGGCG 
GCCCGCGCGG 
GTGCTGGAGA 
CCGGACCTCG 
CGCTACCGCT 
GCCGCCGTCC 
CGGCCGGAGC 
GCCCAGCACG 
AOGGAGCAGC 
GCC6TCACCT 
CTGCTCGAC6 
ACGCCGCTCA 
ACCGCGCTGC 
GTCCCGCTCG 
GCACTCGACC 
GTCTGCGAGC 
TTCGACCTCG 
TTCGGCGTGG 
GCCCGGCTGG 
CAGGGCAGCA 
AGCGOGCTGA 
CTGGOCC6CC 
CAGATCCAGG 
CTGTGOGCCC 
GCGGTGCTCG 
GACGAOCGGG 
GACCGCGAAG 
CTCGCCAACC 
CATCTGACCG 
TCGGAACAGC 
GTCGACSGCCC 
GOCGAGATCG 



Nummenening: 
der Basenpaare 

0000000060 
0000000120 
0000000180 
0000000240 
0000000300 
0000000360 
0000000420 
0000000480 
0000000540 
0000000600 
0000000660 
0000000720 
0000000780 
0000000840 
0000000900 
0000000960 
0000001020 
0000001080 
0000001140 
0000001200 
0000001260 
0000001320 
0000001380 
0000001440 
0000001500 
0000001560 
0000001620 
0000001680 
0000001740 
0000001800 
0000001860 
0000001920 
0000001980 
0000002040 
0000002100 
0000002160 
0000002220 
0000002280 
0000002340 
0000002400 
0000002460 
0000002520 
0000002580 
0000002640 
0000002700 
0000002760 
0000002820 
0000002880 
0000002940 
0000003000 
0000003060 
0000003120 
0000003180 
0000003240 
0000003300 
0000003360 
0000003420 
0000003480 
0000003540 
0000003600 
0000003660 
0000003720 
0000003780 
0000003840 
OOOO 03849 
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Abbildung 1 : zeigt den schematischen. modularen Aufbau von PPS und die (Jnterteilung 

in funktionelie Domanen. 

Abbildung 2: zeigt die Modifikation von Aktivieaingsdomanen durch Insertion einer N- 
Methyltransferase-Domane. 

Abbiiduno 3: zeigt den Sequenzvergieich von ausgewahlten Aktivierungsdomanen im 
Bereich der Obergange zu N-Methyltransferase-Domanen. 

Abbildung 4: zeigt die in den Beispielen verwendeten Ausgangsplasmide. 

Abbildung 5: zeigt die Einfuhmng einer £roRV-Restriktionsschnittstelle in acmB. 

Abbildung 6: zeigt die Kloniemng von C/aI-£^c:oRV-Kassetten fiir die Konstmktion 
rekombinanter acw^-Gene. 

Abbildung 7: zeigt Plasmide zur Expression der rekombinanten PPS-Gene. 
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Pat ntanspruche 

1. Verfahren zur Einfiihrung von N-Methyltransferase-Domanen in 
PPS-Aktivierungsdomanen durch gezielte Veranderung und Kombination der 
entsprechenden DNA-Abschnitte von Polypeptidsynthetase-Genen, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man einen fiir die N-Methyltransferase-Aktivitat einer beliebigen 
Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat kodierenden DNA-Abschnitt 
als integralen Bestandteil in ein DNA-Segment, das fur die umzuwandelnde 
Aktivierungsdomane kodiert, einfiigt oder dieses DNA-Segment insgesamt gegen einen 
eine beliebige Aktivierungsdomane mit N-Methylierungsdomane kodierenden DNA- 
Abschnitt austauscht. 

2. Verfahren zur Herstellung von Polypeptidsynthetasen mit N-Methyltransferase- 
Aktivitat, dadurch gekennzeichnet, daB man in Polypeptidsynthetase-Genen einen fiir 
die N-Methyltransferase-Aktivitat einer beliebigen Aktivierungsdomane mit N- 
Methyltransferase-Aktivitat kodierenden DNA-Abschnitt als integralen Bestandteil in 
ein DNA-Segment, das fur die umzuwandelnde Aktivierungsdomane kodiert, einfiigt 
Oder dieses DNA-Segment insgesamt gegen einen eine beliebige Aktivierungsdomane 
mit N-Methyltransferase-Aktivitat kodierenden DNA-Abschnitt austauscht, das neue 
Gen in geeigneten Sytemen transformiert und die rekombinante Poljrpeptidsynthetase 
exprimiert. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das fiir die 
N-Methyltransferase-Domane kodierende DNA-Fragment zusammen mit 
DNA-Linker-Sequenzen inseriert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daC bei der Insertion der 
DNA-Sequenz, welche fiir eine N-Methyltransferase-Domane kodiert, gleichzeitig auch 
DNA-Sequenzen verandert werden, welche fiir die ACP-Domane oder 
Aktivierungs-Domane oder Kondensationsdomane kodieren. 
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5. Venvendung der nach Anspruch 1 und den Anspnichen 3-4 hergestellten 
DNA-Sequenzen fur die Veranderung naturlicher PPS-Gene, bereits veranderter 
PPS-Gene Oder Teilen davon, sowie die Verwendung zur Neukonstruktion von 
PPS-Genen oder Teilen davon. 

5 

6. Verwendung der nach Anspruch 1 und den Anspnichen 3-5 hergestellten 
DNA-Sequenzen fiir die Veranderung naturlicher Gene von Polyketidsynthetasen 
(PKS), bereits veranderten PKS-Genen oder Teilen davon, sowie die Verwendung zur 
Neukonstruktion von PKS-Genen oder Teilen davon. 

10 

7. Verwendung der nach Anspruch 1 und den Anspnichen 3-6 hergestellten 
DNA-Sequenzen fur die Konstruktion von Plasmiden und genetisch veranderten 
Organismen zur Synthese der durch die DNA-Sequenzen kodierten Proteine. 

15 8. Verwendung der nach Anspruch 7 hergestellten Proteine zur enzymatischen in vivo 

und in vitro Synthese von Aminosauren, Poljrpeptiden und 
Peptidyl-Acetyl-Mischstrukturen, welche N-methylierte Aminosauren oder deren 
Derivate enthalten. 

20 9. Verwendung der nach Anspruch 7 hergestellten Proteine zur fermentativen 

Synthese von Aminosauren, Polypeptiden und Peptidyl-Acetyl-Mischstrukturen, welche 
N-methylierte Aminosauren oder deren Derivate enthalten, wobei die Fermentation 
sowohl mit als auch ohne Zufiitterung von Aminosauren, Acetaten oder anderen 
organischen Zwischenprodukten erfolgen kann. 

25 

10. Polypeptidsynthetasen, deren Aktivieningsdomanen ohne N-Methyltransferase- 
Aktivitat ganz oder teilweise in Aktivieningsdomanen mit N-Methyltransferase- 
Aktivitat umgewandelt worden sind. 

30 



35 
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Abbildung 1 : Modul einer PPS und Unterteilung in funktionelle Domanen 



A: Minimal-Modul einer PPS 



Kondensation 



Adenylierung 



Aktivierungsdomane 



B: Modul mit N-Me1hyltransferase-Domane 



Kondensation Z Adenylierung 



N-MethyltFansferase 



Aktivienmgsdomane 
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Abbildung 2: Umwandlung von Aktivierungsdomanen durch Insertion 
einer N-Methyltransferase-Domane 



Aktivierungsdomane (1) mit N-Methyltransferase-Domane 



Bereiche mit N-Methyttransferase- 
Domdne aus 
Aktivieaingsdomane (1) 
zur Insertion in ^ 
Aktivierungsdomane (2) 



Adenylierung [ ';:;M|M.e(th)4^ 



i 



M-Methylttansfsrase 



[ fit:M6thyttransfieFase 



D: [ N-Methyltransferase 



i 



Aktivierungsdomane (2) 



Adenylierung ^ 



i 



Adenylierung \ 



B: 
C: 
D: 



Adenylierung 



Adenylierung 



]]:^ NXMethyttrar^^ 



Adenylierung I {N^ethyitrdnsf rase^ 1 



Rekombinant Aktivierungsdomdnen mit Spezifitdt von 
Aktivierungsdomdn (2) und N-Methyitransferase-Aktivitdt 
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Abbildung 3: 



Sequenzvergleich von ausgewahlten Aktivierungsdomanen im 
Bereich der Ubergange zu N-Methylltransferase-Domanen. 



SRFI 

saFi' 

SRTl' 
SRr2' 

sxrs' 

TYC»' 
TYCft" 

tycb' 

TYCC" 
TYCC 
TYCC' 
TYCC" 



BACB 

BACC' 
BACC" 
BACC 
BACC' 
PPSl" 
PPSl" 
l»PS2" 
PPS2" 

ppsa' 

PPS4" 

lica" 
uica' 
lica' 
licb' 
lzcb' 
licb" 

LXCC 
SNBC' 

snbd' 



Acnc 
Acnc' 

ACMC' 
SNBO' 

cysa" 
cysa" 
cysa' 
cysa" 
cysa" 
cysa' 
cysa" 




1 OVKinaOUCtGEIEAQUMCKGVKEAWIDK ADDKGGlTlf LCAYWKEVEVNDS — 

2 ovxiiurrMepcEirrui.VKHiac«cisviMW---Ei»*wGQiwvu^ 

3 OVKXRSIRISLGSIBAOLamDSZKEATVIAR EOHHXEKYLCAYMVTEGEVNVA 

4 OVKVRCmKUSeZESAXLBTCKZKEAWKVS E3fTASBCKLCAYZVGSEDVLTL 

l OV10ntGTIUClJCBIEAVI0OAFWJUtAVVlAA---PI>E0«3nXVCAYVVORPGSEP« 

'2 0V«IU»RIEtCBIEHQtOTKDaV0ESWl-AV-.-D0GAGDlU.irAYVVGECOlSS0 

"3 QV1CVJICY1UEI.SBIEVQIAQI.SEV0DAAVTAV KDKGG»rrAIAAYVYPESASIE 

1 QVKVRCmiEUGEIETKLIWAEHVTEAAVlIR. KMXADENCtCAYrTADREVAVS 

2 CfVKllUSYlUEPKElETVMLSLSGIOEAWlAV SEGCtXJELCAYYTSDOOIEKA 

3 aVKVIISTiaEt.SEZCVQUOLSevOSAAVTAV RDKGOITAXAAyVTPETAOIE 

i aVUItCHiaCl.BSXEI«LQeyFGVieXMVVVAD---IUIESGDASIUAyLV^ 

1 CVKHUaAZEtCEXESKLLNHPAZKEAWIDR AOETOCICrLCAYWUQKAUOE 

2 QllCVRGTRirVGEIEAVLLAYDOTKEArVVAY ODDRGOSYLAAYVTCRTAZ EES 

3 OVKIRGHRVELGEVESVLLRYDTVKEAAAITH EODRGOAYLCAYYVAEGEATPA 

1 OVKlROOaEKGElETRLTCMEAVKEAWIVE KDESGOWLYAYLVSERELTVA 

2 aVKZRGKRZELCEZEATLLQKEAVKAVWKAK QtWEGOIIStYAYVVAEOOXOTA 

"3 QVlCVRGYiaEXGEZESALLAAEKl.TAAVVWY EDQUjOSAiAAYTTAOEOUlVT 

gVKIRGTIUEUSEZETVLSQQAOVKZAWAVI EEANSQKAlfAYFVPCQAVIMA 

b QVKIRGVlUEUSEIETOIJUCUXSXYEAVVVAR---EI»GQEKBtCAYWAI)HKU>TA 

6 OVKVRGYRI SIGEIESAVLAYQGI DOAVWARD — DDATAGSYUCAYFVAATAVSVS 

1 QVIUIUHlRVSU»AVETHlJlQQHPOr»<TIVVEAVKFSDSSSTTVLTArLIGACEICNSHZL0QI^ 

2 OVKIRGYKVEKGEIEMTLVSHQCIYKASVIDY TSPDGIKNLYAFWACNAISQL 

3 QVKmOYRIEPGEIENRLUCYEiaEEAAVXAR COGDKDPYIjCAYVTVKKEVEPE 

"4 OVURGYRZEljCBVEQQkLTKEICIKEAAVIAG KDQIIGNSTUAYIA5DKEI.PAA- 



— EUkET LGKALPDTHI PSTTVPLDHViaKIJIGK 

- ELREYIAlCELPVTMVPAYPVQZEfftfLTaWGK 
— ELAAYLAMUl-AAIOPSyrvSUCAMPLTANSK 
— DtJRSTUUUXParvmPNYriQUlSZPI.TFt(CH( 

G L REHAAHQLPOYWP A YPTB V T BX PLTPSGR 

— OaiSfAAICOLPAYMVUlCI.SnrrELFI.TGMGX 
— AUESAUEBTLPimantflfVTUISLfVTMIGK 
— EUUCTLSOSLPOnrMVPAKUIOKDStawrniGE 
->EUlYQLSLTLPSMKXPAFFVOVDAIPl.TA>iSX 
»AU(STLKETLPOYKlPAFWTLNBLPVTAW>K 

— ovKAHUci^ LFAYHVPcrrrrr LOS lplttwgk 

— OfRAYLAOALPBYMZPSrFVTLEiaPVTPNGK 
— E LAAHLLRE LFAYMVPTY LIQU)AEP1.TFNGK 

- -OLAAYMENXLPtnrMVPAPPZQLEIOCPLTFNDK 

- - C LA£F LGRT LPSVMI PSFT XHLABZ PL.TANGK 

- - E LATY LSATLPAYMVPSAFVr LEQLPLSAHGK 

- - KLVSHLSKRLPSYMI PAHFVQ LOQLPLTFNGK 

- -ELAEAMSHQLPGTfWPAYYVOHSKLPLTAMGK 
— E LAANLLKE LPOAMI PAYFVT LSALPLTANGK 
— GLRSHLAKELPAYHI PSYFVEUX)LPLSANGK 

E INAmEQV LPRHS I PATYI SKNN1.PQTATGK 
DVKEF LQKT t PDYMl PAKTVOI EE X PLTVHCT 
KIRAFUaCSLPDYKI PQYFVQLDGLPLTVKGIC 
DVROr LKREMPOYMl PSYFVKUJJILPRTPSGX 



OWKIR»'iaEUiBIBSRLEKI0COIIIETIVTVll--«-COEESRPYICAYlTAiniEISLD--- CLKGrLGCKLPDYMIPAYFVWmilLPLTICNGK 

OVKll«CYiaEL8EIEIBU.UIinmiKEAIWAK---EDOEWSKVU»VIAniOOCNM QVOERLAKOLPBYMIPSCriltLDQlPRTINGIi: 

GVKIRCPRirrCEZETKLLENQKXSEAWZDR eDKMaOCYLCAYXVAItARTMrN — eLRCYLSDMLPOYm.PSYFI0TNKMPLTP«GK 

QVKIRGrRIELGEIESRLEMMEDnXETrVTVH EDEESRPYICAYXTAMREISLO eLKGFLCElCLPEYMlPAYrVWIXMtLPLTKMGK 

QVKXIUrmiELGEIENQLLKLOKIDEAAVXAft KDDOHSOYUTAYIVSICEDWTST — — eXSEVLEKELPKYMIPAYFVRUWLPLTSWOK 

OVKIIUSPRIELGEXENOLUCXBGXOAAAVHAA EDOAGGKYLCAYXVADICAAGVA DVRRCLLKBLPOYMVPSYFVKLDQLPLTANGK 

aVKVROYiaBPEBIKiniLLAHDDIKEAriAAIl EDHItGAieOLCAYrTAnABI.PrE— — DXRTYUmSLPEYMIPSSrVOlEWWLSANGK 

OVKIftGYRZEPGCIEAALRSIEGVREAAVTVR TD-SGEPELCAYVEGLORN — — EVRAOLORLLPGYHVPAIfMIEMEOIfPVTPSGJt 

OVKIKGYRXETEBIBSVLL0TGLVRBAAVAVO-- -roWiOOAGLAAYt VPSDVMTN- • ALRAALTKE LPAYMI PAYLIPLVNKPLTLNGK 

OVKIRGYRXELREIBTVLRQAPGVRBAAVUAR OVSABEKELVAYIVPEIMaJSLP DLYOHLAGTLPSKKXPASXIWISOKPLTSSGR 

QVKVRGHRXELCEIOAALLOYmiKEAAVITR ADEQGOTAlYAYMVliajQOAANlS D I RTYLKNALPPFMLPABMI OI PS I PVYVMGK 

QVKXRiTYRX E PGE Z EAALRS I EGVREAAVTVR TD-SGE PE LCAYVEG LQRM EVRAQLQRLLPGYMVPAYMXEKBOVPVY PSGK 

QVKVRGYRVBUSBZBTALRQZDGVKEAAVLAR— TAOTGSKELFGYXSVKACTKAE QVRSLIARSLPWYMIPAYIZEKETLPLTSKGK 

QVKZRSnaBffQSIBVTU«HraZSEAAILIir — -ODQMGBHELCAYYCSVgXLlim — — OLRSYMASELPEYMZPAKVIWDSIPLrPNGX 

OVRIIIfiVllIBVGBXEAALnSXBGVREAAVTVR TD-SCKPELCAWECLQR-N EVRAQLERLLPGYMVPAY»1ZEKE0«VTPSGK 

QVKIRGYRVBYICBXESVIRCZKGViaMAWAH VTASOQTELSAYWTKPGLSYW AVRSSL0»ntLPVFMHPAriBKLO3LPLSP»<GE 

QVEIRGYRJELCEZESVLQGAPAVGKAWLAR PETGGSUEVCAYWPKQSGEIHLO — ■ — — GLREHLSKHLPDYHIPSHFVELDSZPLTGSGK 

QVKZROQRXELGEZEHHLVTHSfVOEAAVLAV DTGKRDQHICAYrTADQELSSE -•ELRRYAAEGLPGIMXPSVTMQLQSLPLTOIGK 

CfVKZRGFRXELSEZEVQLARXfEVQEAWTDI EOACGNKALCGYWAKEQLDYB — — SLARXLAOTLPOYMVPSrWQUOCLPVTAMGK 

QfVKVRCFRZEUSBVEAJUARLEGZSEAAAVZR ENHAGENEZCAYYAGAR.PAA QLRTELSRSLPEYHIPAHLIBLPSMPLTAIIGK 

OVKZRGYiaBLICSZEBAniCLDDZBRAIVLSF TTDSGLDELCAVZQAXmikPVS BLRERLSERLPSYMl PSYFVTVDnCPLSANGK 

CVKIRCrRZELSEZEVQLAIlLSEVCEAWTDZ EI»OatKALCGVWMIEQU»TB SLARIUAQTLPimiVPSrVVOLDELPVTAIIGK 

QVKZROiRZELCEZEBBLKRCQGVKEAWXAK RRGNGOAALTAYWPVIbGAWSNE BVRROLARWLPAYMVPDAYZKLEBLPLTAHGK 

CWKIRGrRZELGEZENVLATHPGVACAAAWR— EDRKGOLRLAAYAVPTPOTEPBVA GWIA1.LAGQLPAHSLPASFTLLAALPLYANGK 

CVKl RCTRZ E PGE I EAALTOLPAVARAAVWR ECRFGDRRLVAYAV PAGEG LOAA AVRSRLARTLPDFMV PAAZVALSALPLT PNGK 

CVKZRGPRVE PGEVEAALTAHPRX TCAAVLAH -GD- RLVAYWTTADRDLT GVREKLAARLPOPW PTAWRX£ALPLTVKGK 

OVKZRCrRZBPCE IBTALAAHPDVTRAAWAR PGRAGDRVLVAYLVYAPDAGOTTAE OLRACLETOLPOYMVPAAFVALPALPVYPNGK 

QVKVRGraiBLGBZESVLGAKPGXAvSAVLVR EORPGOKRLVAYWPAPGATADAT — VLRRHVAAALPOYMVPAAFVPUIALPLTCNGK 

CVKVRGrRtBUSBVEAALLAMPOVECAYVTVR EDRPGDTRLVAYWGREALRPE OVReTTRERLPEHMVPAAWOLERlPLTPMGK 

CVKVRGftlXBPGBZENVLTGKPAVAOAAX UVR EDQPGRPRLVAYWADGGTAPD — • -GLRSALRRALPEYMVpaAFWLOai^LTAMGK 

OVKVRGTRZEPGEZEKVLYtlHPDZACAAWYR PKRPGDYRLVAYWGREALAFE OVREFTRERLPEHKVPAAWQLERLPLTPNGK 



2 QVKVRCFRZBPOEXEICVLYDHPOIACAAWVR EDQPGOARLVAYWTCGSADAROE 

'3 QV1CVRGFRZEPGB ZEMVLYOHPAVAOAAVHLN RDOPCWPRLVAYWAOTSAPSSD 

2 QVKXRGFRZBFGB ZETVLTAHPAVAAGAVXAR EOTPGOXQLVAYLYROTTKHAAPOO- 

2 OVKVBgOUBLAEVEHALLSSACVHPAWVSIISQ-EDWOG-VOWAf ITAQDWETLQE 

'3 OfVURGKKZBPAEVEyAU.SHDLVTCAAVVTH---SOENQOLEMVGFVAARVM)lVR£ 

4 QZRIRiaaUBPAEVBOArLNDGFVESVAZVIR TPENQBPOIVAFVYAKGDNSARE 

'S GVXZ RGHRZEPGEVESALLSKNSVC?AAW ICAP- ADODSGAEKVAFVAARNTEDEOTOE 

7 QVKZ RfiMXIEPAEVEHALLGKD LVKDAAW LR RPANOE PfMI AT I TSQEDE Y Z EO 

'« QVKZRGHIlVEPAEVECMtffLGNKAX>OAAWVO AVDGOEYOtlCFVSKASDRFSECE 

"10 QZRZRGWIZEPAEVEOALLSOSS tN-SAVVVSA CNKEGLEMVGYITTOAAQSVDK 

2 QFIUIuaiUEAGEVE8AHLSLKNVL.*»AZVRG--GaEDEGPLEIfVGFZVADDIORlTTEE 



CFVEQOQLOEVQDLYDSV 
VDQQHQI GEVQDLYOS L 
DLGrGQVDRVQQTYDSL 
AOSSNOVOEVBSHrrrT 



BEATTO Z EGWEAHFEGC 
EEAVDQVQGVEVHFETA 
KESNKQVQCVGEKFOVS 
EE I TNQVQSVEOKFEST 
E EASNKVOBVEAKF DST 
gETCTfpVECVQDHFESG 



TN- PAAGRCTSALLT 
TN- PVGSRCTAALLT 
ANDPARAEQOAALVG 
TNRPLORVBSWUEA 
THHFUatAOSRRVER 
TNOPLLFAQSRAAEL 
TNRPLNS I gSRRLGT 
YtJRPLQRAOSRRZES 
TSRPLQRZ ONRAFES 
TNRPLHLLOSRRLEA 
ANRPLQKLORRRAAL 



- > T LREKARTHL PDYKQPSALVPLXULLPLTANCK 

- •ALREKAAAOLPOYKRPAAXVPLDRLPLTAMGK 

- -ELRDLVAQRLPAHMAPAAYVLLDRLPLSANGX 
--QVREQLOVLLPAYMI PARXWlJQMMPUITSGK 

- -OXREIOQTLLPAVMZ PAQXMVLOKLPUIAIIGK 

- LZREGLOTLLPPYMI PSQXTLIDRMPLHAllGK 
— OtRERLQTLLPPYMIPSRXMVLDOKPVNNNGK 

- -QVr EAL0YALPAVM7 PSRZ ZVLPQKPYVIANCK 
— OIREQLQTLLPPYMVPSRZWLCRKPLNANSK 

- -KVRERLQSLLPPYMZ PSRZTLLOQKPLTSNGK 
— CPVRERLQTLVPSYMVPPinVVLirmPLMTNCK 



core motif 5 



CYSA 

GRSA3 

ACMB.C 

BACAB.C 

TYCAJB.C 

UCA3.C 

ESYN 

SNBCD 

PPS lOJA 



N-Methyllransferase-Domanen 

( Sequenzausschnitt an den 
N-termtnalen und C-terminalen 
Enden der Domdnen ) 



Cyclosponne Synthetase aus Tofypodadium mveum CZ2S383) 
Gramicidin S Synthetase LII aus Bacillus brevis (?\A6S1 1 PI 4688) 

Actinomycin Synthetase II.III aus Strepiomyccs chrysonudbis (AF047717 uitd bcilicgende Sequenz) 

Bacitzacin Sviuhetase A3.C aus Bacillus lichenifonms (AF00786S) 

Tyrociiiin S\iiihciase LILIII aus Badtius brmns (AF00483S) 

Licfaeoysin Sxiithetase A.B.C aus Bacillus Ucheni/ormis {U9S370> 

Enniatin Svtheiase aus Fusarium seirpi (Zl 875S : Update iahr 2000) 

Pristinamycin 1 Synthetase CX> aus Streptomyces pnstinaespirahs (Q54959. X98690) 

Sux&ctiit S\iithetase 1 .2.3 aus Bacillus subtiUs (P27206. Q04747. Q08787) 

Fengydn Sxntbelase 1 .2.3.4 aus Bacillus subtiUs (Z34883) 



Konsensus am IJbergang: 

QI RExVxxxLPx YMVP 
EV L I 
D 



Der dem Namen foigende Index bezetchnet die Nummer der Aktivierungsdomdne tnnerhalb der jeweiltgen PPS (gezdhlt vom N-Terminus). 
Die Datenbanknummem der Sequenzen in .GenBank" Oder .SwissProT sind in Klammem angegeben. 
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Abbildung 5 : Einfuhren einer £^coi^r-Restriktionsschnittstelle In acmB 
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Abbildung 6 : Klonierung von Clal-EcoRV-Kassetien fOr die Konstruktion 
rekombinanter acmB-Gene 
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Abbildung 7 : Plasmide zur Expression der rekombinanten PPS-Gene 
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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



8 



^ sheets, including this cover sheet. 



^ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
^ amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT), 



These annexes consist of a total of _ 



-5. 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the intemational application 



I 

11 
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□ 
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VI 


□ 
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□ 
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Date of completion of this report 

10 October 2001 (10.10.2001) 


Name and mailing address of the iPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No, 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 

PCT/DEOO/01950 



I. Basis of the report 



I . With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-14 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-15 



. , filed with the letter of 13 September 2001 (13.09.2001) 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/7-7/7 



, as originally filed 
, filed with the demand 



^ , filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

_ , filed with the demand 



, filed with the lener of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of intemational preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55,3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, the intemational 

preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I I contained in the intemational application in written form. 

filed together with the intemational application in computer readable form, 
fumished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
intemational application as filed has been fumished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been fumished. 



□ 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



K7| This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
^^—^ beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacemem sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article J 4 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70. J 6 
and 70.17), 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



aiional application No. 

PCT/DEOO/01950 



II. Priority 



□ This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
limit the requested: 

I I copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

I I translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

^ j— j This repon has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid. 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional obser\'ations, if necessary: 



See separate sheet 
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national application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT I PCT/DEOO/0 1 950 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelt>', inventive step and Industrial applicability 



I. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

claims Nos. 5 (in part) 6.12-15 



because: 



the said iniemaiional application, or the said claims Nos. 12-14 



relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



See separate sheet 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. . 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



the claims, or said claims Nos. 5 (in part).6.15 are so inadequately supported 

by the description that no meaningful opinion could be formed, 

I I no intemaiional search report has been established for said claims Nos. . 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 

sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

I [ the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

I [ the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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INTERNATIONAL PRELBWNARY EXAMINATION REPORT 



I^^^ional ^plication No. 
^WdE 00/01950 



I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been fiimished to the recehni^ Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

Claims 6, 12-15, and part of Claim 5 have not been 
subjected to preliminary examination for the following 
reasons : 

Claims 6 and 15 are not supported by the description 
because their scope goes beyond that justified by the 
description and the drawings. Claim 6 necessarily leads 
to a doubling of ACP, activation, and condensation 
domains within a module. That feature, however, 
contradicts the disclosure of the description. Similarly, 
the specification mentions the features of Claim 15 
exclusively in conjunction with polypeptide synthetases 
(PPS), rather than in conjunction with polyketide 
synthetases (PKS) . 

The amended Claims 12-14 go beyond the content of the 
version of the application as originally submitted 
because the very general terms ^'educt compound", 
^'mixture" and product compound" represent an 
inadmissible broadening of the originally disclosed 
subject matter (amino acids, polypeptides, peptidyl 
acetyl mixed structures, etc.). 

The description only supports Claim 5 to the extent that 
it relates to the insertion of a domain with N-methyl 
transferase activity via two fusion points between 
adenylation and ACP domains. Therefore, Claim 5 has only 
partly been subjected to a preliminary examination, the 
subject matter of the claim having been interpreted in 
accordance with this restriction. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: II. 

The present examination is based on the assumption that 
all claims enjoy the priority rights from the filing date 
(16 June 1999) of the priority document. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicabilit>' (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-4, 10, 11 (completely); 5 (in 
part) 

7-9 



1-4, 10, 11 (completely); 5 (in 

part) 
_ 



YES 
NO 
YES 
NO 



1-4, 7- 11 (completely); 5 (in 
P^^^^ YES 



NO 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following document: 



Dl = MARAHIEL M A ET AL : ''Modular peptide 

synthetases involved in nonribosomal peptide 
synthesis", CHEMICAL REVIEWS, Vol. 97, No. 7, 
November 1997, pages 2651-2673. 

2- The present application concerns a process for 

changing non-ribosomal peptide synthetases (PPS), as 
a result of which they can N-methylate their 
substrate amino acids. For every amino acid of the 
peptide product, the modularly constructed PPS 
contains a substrate-specific activation domain. In 
addition, a few naturally occurring activation 
domains have N-methyl transferase activity. The 
transformation of an activation domain into an 
activation domain of the same substrate specificity 
with additional N-methyl transferase activity is 
done by inserting correspondingly coding DNA 
sequences into a PPS gene or via substitution of the 
activation domain. Also disclosed are the DNA 
obtainable according to this process, the cells 
containing this DNA, the use of such sequences to 
produce PPS, and proteins coded by these sequences. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (Januao' 1994) 



THIS PAGE BUNK (uspto) 



INTERNATIONAL PRE] 



fARY EXAMINATION REPORT 




ational application No. 
/DE 00/01950 



3. 



Claims 7-9 are not consistent with PCT Art:icle 33(2) 



because their subject matter is not novel. A product 
that is obtainable according to a particular process 
(here: DNA or a cell) is not novel simply because it 
has been produced by a novel process. However, 
because a DNA produced according to the disclosed 
process and coding for a PPS activation domain with 
N-methyl transferase activity and with a particular 
substrate-specificity cannot necessarily be 
differentiated from a DNA coding for a naturally 
occurring PPS activation domain with N-methyl 
transferase activity and with the same substrate- 
specificity, the subject matter of Claim 7 and, by 
analogy, also that of Claim 8 cannot be seen as 
novel. The same applies to Claim 9 because it 
logically also comprises the expression of naturally 
occurring PPS with N-methyl transferase activity in 
the corresponding organisms. 

On the other hand. Claims 1-4, 5 (in part), 
and 10-11 satisfy the requirements of PCT 
Article 33(2) because the prior art neither 
discloses insertion of a domain with N-methyl * 
transferase activity into the coding DNA sequence of 
a PPS activation domain without this activity nor 
does it disclose the targeted substitution of a PPS 
activation domain without N-methyl transferase 
activity through a corresponding domain with N- 
methyl transferase activity. 

4. Document Dl, which is considered to be the closest 
prior art for determining the presence of an 
inventive step in Claims 1-4, 5 (in part), and 10- 
11, discloses in addition to the modular 
organization of multifunctional PPS a plurality of 
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strategies for constructing genetically modified 
PPS, The modules of a PPS each contain a plurality 
of domains that clearly act independently of each 
other, even if they are localized in a single 
protein (D2, page 2671, left-hand column, lines 28- 
37 and 48-56) . Thus, the targeted substitution of 
one activation domain flanked by linkers by a 
different one leads to altered substrate specificity 
at that position (D2, Figure 11; page 2669, right- 
hand column, second paragraph) . In modules with N- 
methyl transferase activity, both in the cyclosporin 
A~synthetase gene and in that of enniatin 
synthetase, conserved domains of approximately 420 
amino acids were found that are localized between 
the adenylation and the thiol linking unit of these 
modules. An insertion of that kind within the 
activation domain correlates directly with a N- 
methylated amino acid in the peptide product (D2, 
Figures 3 and 4; page 2668, right-hand column, first 
paragraph) • 

Nonetheless, the available prior art documents make 
no direct reference to the fact that a N-methyl 
transferase activity can be precisely inserted in a 
module while maintaining the substrate specificity 
whether it be a) by inserting a N-methyl transferase 
domain into an activation domain or b) by 
substituting the entire activation domain. For that 
reason. Claims 1-4, 5 (in part), 10 and 11 satisfy 
the requirements of PCT Article 33(3). 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



8, 9 and 10 is unclear under PCT Art:±cle 6 for the 
following reasons : 

The use of the expression "'DNA fragment" in 
Claims 1-5 hampers clearly defining them and is not 
suitable for determining the scope of these claims. 
Without an exact statement of the lengths and/or 
sequence of the elements cited, this expression 
remains vague and ambiguous. It is likewise 
impossible to precisely identify the PPS subunits 
(N-methylating domains, activation domains, etc.) in 
Claims 1-5 and 11. A DNA or gene or a protein must 
be considered as a chemical substance that should be 
defined in a claim only by reference to technical 
features, e.g., to its sequence, or exceptionally, 
as the product of a process and not by the mere 
statement of its function and/or the result sought. 

The description makes clear (see page 3, lines 8-16 
and Figure 2) that the position into which the N- 
methyl transferase domain is inserted is essential 
to the definition of the invention. Independent 
Claims 1-3 do not meet the requirements of PCT 
Article 6 in conjunction with PCT Rule 6.3(b) 
according to which each independent claim must 
include all the technical features that are 
necessary for the definition of the invention. 
Hence, each of the independent claims must contain 
all of the technical features necessary for defining 
the invention. 



5. 



The definition of the subject matter of Claims 1-5, 
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VIII. Certain observations on the international application 



Contrary to PCT Article 6, Claim 8 is only partly 
supported by the description. The disclosure only 
suffices for cells originating from microorganisms 
but not for cells of other origin. 

In Claim 9 the subject matter is not defined by a 
technical feature but by the result sought, i.e., in 
general through the expression of a DNA. The 
description (see page 3, line 18 to page A, 
line 7) gives the impression that the expression of 
modified PPS can only be done in special organisms 
and that no alternatives are provided. Thus, 
contrary to PCT Article 6, the description does not 
support Claim 9. 
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VERTRAG UB' 
AUF 



FDEr 



IE INTERNATIONALE ZUSAM^AIARBEIT 

EM GEBIET DES PATENTWESH 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

KeActinoPatl 


WEITERES siehe Mittellung uber die Ubermittiung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/01950 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

15/06/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

16/06/1999 


Anmelder 

KELLER , Ullrich. 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wlrd dem Anmelder gemSB 
Artikel 18 ubermittett. Eine Kopte wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

Pr| Daruber hinaus iiegt ihm Jewells eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der Internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden« in der sle eingereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. IHinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I I in der intemationalen Anmeldung in Schriflicher Form enttialten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtrSglich In schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtrdglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erkiarung, daf3 das nachtrSglich eingereichte schrlftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Fomn erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. I I Bestimmte Anspruche haben sich als nIcht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. I I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld 11). 



□ 

m 
m 
m 

m 

□ 
□ 



Hinsichtlich der Bezeichnung der ErTmdung 

PC] wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
I I wurde der Wortiaut von der BehSrde wie foigt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 

"~ wurde der Wortiaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt, Der 
[Xj Anmelder kann der BehOrde Innerhalb eines IWonats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verGffentlichen: Abb. Nr. _] 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keinederAbb. 

fXI well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weii diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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Feld III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (F rtsetzung v n Punkt 5 auf Blatt 1) 



Auf Linie 1. nach "syntheti sieren. " streichen : "Die von" bis Linie 3. 
"Interesse" 

Auf Linie 10. nach "bleibt." bis Ende. 



FormWatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2))(JuIi 1998) 
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A. KLASSinZIERUNG OES ANMELOUNGSGEGENSTANDES . , ^ i^. 

IPK 7 C12N15/52 C12N15/54 C12N15/62 C12N9/10 C12P13/04 
C12P21/02 

Nach der Intemationalen Palentklassifikation (tPK) Oder nach der nationaten Klassifikalion und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikalionssystem und Klassiflkationssymbole ) 

IPK 7 C12N C12P 



Rechetchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende VerdffentDchungen. sowett diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venwendete Suchbegriffe) 

MEDLINE, EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie* 


Bezelchnung der Veroffentlichung, sowett erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


EP 0 789 078 A (ENIRICERCHE SPA) 
13. August 1997 (1997-08-13) 
Seite 2, Zeile 27,28 
Seite 3, Zeile 57-59 
Anspruche 1,3,4 


1-10 


A 


EP 0 637 630 A (ENIRICERCHE SPA) 
8. Februar 1995 (1995-02-08) 
Seite 4, Zeile 44 -Seite 5, Zeile 3; 
Abbildung 3 
Anspruch 1 


1-10 


A 


EP 0 578 616 A (SANOOZ LTD ;SANDOZ AG 
(DE)) 12. Januar 1994 (1994-01-12) 
Seite 1, Zeile 13-16 
Seite 4, Zeile 15-17; Beispiel 7 
Anspruche 12,13 

-/-- 


1-10 



Weitere Veroffentlrchungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



0 



Siehe Anhang Patentfamllie 



Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentltchungen 

'A* Veroffentlichung, die den aflgemeinen Stand der TechniK definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' atteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemattonalen 
Anmektedatum verdffentlicht worden ist 

•L" Veroffentlichung, die geeignet Ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schetnen zu tassen. Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung t>elegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
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